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ARNm àcido libonucleico mensajero
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BDNF factor neurotrôfico derivado de cerebro, del inglés brain derived
neurotrophic factor receptor
BDNFR -> receptor para el factor neurotrôfico derivado de cerebro, del inglés brain 
derived neurotrophic factor receptor 
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CAM molécula de adhesion celular, del inglés cellular adhesion molecule
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CLO caja luz-oscuridad
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growth factor receptor
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LAM laberinto acuâtico de Morris
LC •> locus coeruleus
LCE laberinto en cruz elevado
LDB sitio de union para el ligando, del inglés, ligand-binding
LTD depresiôn de larga duraciôn, del inglés long term depression
LTP potenciaciôn de larga duraciôn, del inglés long term potentiation 
mA miliamperios
MAPK -> protefnas kinasas activadoras de mitôgenos, del inglés mitogen-activated 
protein kinases
m-CPP meta-clorofenilpiperazina
MR receptor de mineralocorticoides, del inglés mineralocorticoid receptor 
NA -> noradrenalina
NBLA nùcleo basolateral de la amigdala
NCAM molécula de adhesiôn celular neural, del inglés neural cellular adhesion
molecule
NCeA nùcleo central de la amigdala
NGF factor de crecimiento neuronal, del inglés neural growth factor
NLA nùcleo lateral de la amigdala
NLET nùcleo del lecho de la estria terminal
NPV nùcleo paraventricular
NTS nùcleo del tracto solitario
OPD -> ortofenilendiaminafosfato
PAE prueba de alternancia espontanea
PBS -> tampôn fosfato salino, del inglés phosphate buffer saline
PBST •> tampôn fosfato salino con Tween, del inglés phosphate buffer saline tween
PC fosfolipasa C, del inglés phospholipase C
PKC proteina kinasa C
PLO "> prueba de localizaciôn de objetos
POMC proopiomelanocortina
PRO prueba de reconocimiento de objetos
PSA a2,8-àcido polisiâlico, del inglés al,8-poly-sialic acid
Q1, Q2, Q3, Q4 cuadrantes en los que se divide virtualmente la piscina del
laberinto acuâtico, del inglés quadrant
RIA radioinmunoensayo, del inglés radio immuno assay
RMf resonancia magnética funcionan
SGPA ^  sustancia gris periacueductal
SNA •> sistema nervioso autônomo
SNA -> sistema noradrenérgico
SNC -> sistema nervioso central
TEP tomografia por emisiôn de positrones
TH tirosina hidroxilasa
VIP péptido intestinal vasoactivo, del inglés vasoactive intestinal peptide
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IntrocjucGion
1. Neurobiologîa 4e la ansie4a4
Dia tras dia, tanto los humanos como el resto de los animales deben enfrentarse a 
continues desafios. En la mayoria de los casos se trata de situaciones ansiogénicas, como 
pueden ser el realizar un examen, una entrevista de trabajo o hablar en publico para los 
primeros, y buscar comida, enfrentarse con posibles depredadores o mantener el nivel 
jerarquico dentro del grupo social en el caso de los segundos. Incluso en ocasiones, es el 
propio entorno o contexto el que puede resultar ansiogénico, como un lugar desconocido o 
los espacios elevados. Mientras que algunos individuos sienten la necesidad de superar 
dichos desafios y veneer asl su miedo y su ansiedad, otros prefieren evitarlo o escapar 
(Ennaceur y cols, 2006). Asl, en dichas situaciones los individuos adoptan diferentes 
estrategias, como puede ser enfrentarse y luchar (lo que se define como una respuesta o 
individuo 'proactive ) o bien optar por una actitud pasiva y/o retirarse (respuesta o individuo 
reactivo ) (Ennaceur y cols, 2006;0verli, 2007). Factores genéticos y epigenéticos se 
combinan para dar lugar a rasgos relativamente astables que confieren diferentes 
capacidades de adaptaciôn al entorno (Dingemanse y cols, 2004;GrifFiths y cols, 
2004;0verli, 2007).
En lo referente al estudio de la personalidad humana, la ansiedad ha sido incluida 
como un rasgo importante a tener en cuenta tanto desde un punto de vista teôrico como 
experimental (Siegler y cols, 1990), siendo caracterizada dentro de una dimension 
continua que va desde lo adaptativo hasta lo maladaptativo (Plomin y cols, 1994). A su vez, 
el estado emocional en el que se encuentran los sujetos puede ser crucial en la ejecuciôn 
de pruebas de aprendizaje y memoria (McNaughton y cols, 1997;Ribeiro y cols, 1999;Hariri 
y cols, 2003;de Quervain y cols, 2003a). De hecho, aunque determinadas experiencias 
pueden modificar el estado en el que se encuentra un animal durante periodos de tiempo 
prolongados, no siempre alteran el rasgo caracteristico de dicho animal.
Mientras que unos niveles moderados de ansiedad se corresponden con 
respuestas adaptativas ante estresores psicosociales o fisiolôgicos, niveles de ansiedad 
excesivos o muy prolongados en el tiempo provocan angustia y sufrimiento, que en los 
casos mâs severos pueden llegar a manifestarse en forma de desôrdenes de ansiedad
diagnosticables a nivel clinico, siendo hoy en dia, el desorden psiquiàtrico mas comun 
(Maier y cols, 2000;Finn y cols, 2003).
Sin embargo, es importante tener en cuenta que la ansiedad y el miedo son 
reacciones distintas. El miedo es la reacciôn aguda ante la presencia explicita de un 
estimulo nocivo e implica una estrategia de defense simple o bien una evitaciôn activa de 
la situaciôn, controlada por un sistema de lucha, de huida o de inmovilizaciôn. En muchos 
casos, el miedo va acompanado por cierta tendencia a aproximarse a la fuente de la 
amenaza, produciéndose un conflicto interno aproximaciôn -  evitaciôn (McNaughton,
2006). Por otro lado, la ansiedad se corresponde mâs con un estado de alerta 
generalizado e inespecifico, por lo que afrontar dicha situaciôn suele ser mâs complicado. 
La diferencia entre ambas reacciones psicofisiolôgicas se refleja a su vez en que poseen 
correlates anatômicos y moleculares diferentes, pero en parte superpuestos (LeDoux, 
2000;Cannistraro y Rauch, 2003).
Son varies los mecanismos psicobiolôgicos que subyacen a la ansiedad y estân
implicados por tanto en su etiologia, modulaciôn y tratamiento (Griebel y cols,
1S99a;Griebel y cols, 1999b;Lesch, 2001;Blanchard y cols, 2001a;Blanchard y cols, 
2001b;Kent y cols, 2002;Hood y cols, 2006). Las evidencias obtenidas sobre dichos 
mecanismos proceden tanto de la investigaciôn con animales (estudios farmacolôgicos, de 
lesiones o estimulaciones, etc), como de estudios con humanos (estudios de neuroimagen). 
Los modèles animales han sido una herramienta muy importante para la identificaciôn de 
componentes hereditarios del miedo y la ansiedad (para revision ver (Stoppel y cols, 2006). 
Dichos modèles permiten superar algunas de las limitaciones que suponen los estudios 
con humanos, ya que posibilitan la modificaciôn de genes potencialmente implicados en 
dichos fenômenos. Asi, la generaciôn de ratones mutantes y transgénicos, incluyendo los 
knock-out inducibles y los especificos de tejido han sido y son muy valiosos para la 
investigaciôn biomédica (Kalueff, 2007). Algunos modèles animales permiten el estudio de 
conductas emocionales a partir de la cria de llneas seleccionadas (Landgraf y Wigger, 
2002;Flint, 2003;Gordon y Hen, 2004), habiéndose utilizado con éxito parte de los
resultados obtenidos en esos trabajos expérimentales para arrojar luz sobre los
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desôrdenes humanos de ansiedad (Smoller y cols, 2001 ;Smoller y cols, 2003).
En resumen, al enfrentarnos a una situaciôn de alarma se van a producir tanto 
respuestas fisiolôgicas encaminadas a preparar al organisme para responder fîsicamente 
con éxito, como respuestas conductuales de miedo y ansiedad, ambas controladas por 
prâcticamente todos los sistemas del organisme, incluyendo el sistema nervioso.
1.1 Neuroquimica de la ansiedad
Los avances obtenidos durantes las ultimas décadas en neurofarmacologia y 
biologia molecular han permitido elucidar acerca del papel que juegan los multiples 
sistemas de neurotransmisores, neuropeptides y hormonas implicados en la fisiopatologia 
de la ansiedad. Dentro de elles se encuentran:
# Neurotransmisores peptidicos: sustancia P (McLean y Smith, 2001) y 
neuropeptide Y (Heilig, 2004).
# Aminoacidos neurotransmisores: glutamate (Moghaddam, 2002), GABA 
(Brambilla y cols, 2003a).
« Sistema cannabinoide endôgeno (ChhatwaI y Ressier, 2007)
# Sistema opioide endôgeno (Cushman, Jr. y Kreek, 1974;Kreek, 1996).
# Hormonas: hormona o factor liberador de corticotropina (CRM o CRF, del 
inglés corticotropin release hormone/factoi) (Risbrough y Stein, 2006), 
glucocorticoides (Korte, 2001), argninina-vasopresina (Bielsky y cols, 2004).
# Neurotransmisores monoaminérgicos: noradrenalina, serotonina y 
dopamina (Thiel y Schwarting, 2001;Stein y cols, 2002).
Aunque todos elles participan en la regulaciôn de la respuesta de ansiedad, los 
sistemas monoaminérgicos, serotoninérgicos, GABAérgicos y sistema CRF parecen ser la 
base principal de las alteraciones psicofisiolôgicas asociadas a los trastornos de ansiedad. 
Asi, las anomalias a nivel tanto serotoninérgico como monoaminérgico contribuyen de 
manera significativa a la sintomatologia de la ansiedad, y tanto sus acciones como sus 
circuitos son criticos en el tratamiento en humanos (Ressier y Nemeroff, 2000).
1.1.1. Sistema Noradrenérgico
El sistema noradrenérgico (SNA) ejerce una extensa influencia sobre los circuitos
neurales subyacentes a procesos como el mantenimiento del estado de alerta y aquellos 
procesos cognitivos dependientes de estado. Los cuerpos celulares que contienen 
noradrenalina (NA) se encuentran dentro del locus coeruleus (LC) en los nùcleos del 
tegmento lateral. El LC comprende el 70% de la inervaciôn noradrenérgica del cerebro, 
proyectando a la corteza, estructuras limbicas y subcorticales, cerebelo, buibo raquldeo y 
médula espinal (Ressier y Nemeroff, 2000). La mayoria de las neuronas del LC utilizan 
sinapsis convencionales, pero existen algunas evidencias de que la NA podrfa ser liberada 
en cantidades limitadas dentro de un espacio extracelular no sinaptico, ejerciendo asl una 
acciôn paracrina especifica (Papadopoulos y Parnavelas, 1990).
Observaciones previas a nivel anatômico, electrofisiolôgico, farmacolôgico y
conductual indican que el LC y el SNA participan fundamentalmente en dos funciones 
comportementales (Berridge y Waterhouse, 2003):
1. Inducciôn y mantenimiento de la actividad neuronal del cerebro anterior, asl 
como del estado de actividad del animal necesario para la adquisiciôn de 
informaciôn.
2. Dentro del estado de alerta, la NA incrementa y/o modula la adquisiciôn y
posterior procesamiento de la informaciôn sensorial, actuando sobre
procesos sensoriales, mnemônicos y motores. Esta modulaciôn implica 
acciones distribuidas sobre multiples regiones anatômicas, asl como 
diversos subtipos de receptores.
A partir de estas observaciones se postula que la desregulaciôn del LC y por tanto 
del SNA, conlleva deficiencias en diversos procesos tanto afectivos como cognitivos, 
asociados a su vez con alteraciones psicopatolôgicas taies como los desôrdenes
asociados al estrés (Berridge y Waterhouse, 2003).
Estudios electrofisiolôgicos sugieren que la actividad de las neuronas del LC esta 
regulada principalmente por estimulos aversivos, de alarma, miedo o nocivos para el 
individuo (Redmond, Jr. y Huang, 1979;Grant y Redmond, Jr., 1984), los cuales induoen la
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liberaciôn de NA (Weiss y cols, 1980;Dunn, 1988;Gresch y cols, 1995). Se ha comprobado 
en el laboratorio que la exposiciôn a diferentes tipos de estrés, como el estrés por 
inmovilizaciôn o el condicionamiento del miedo, incrementa la liberaciôn de NA no sôlo en 
el LC, sino también en el hipotàlamo, el hipocampo, la amigdala y la corteza cerebral 
(Cassens y cols, 1981).
En tejido post-mortem de pacientes deprimidos se ha encontrado un incremento en 
los niveles tanto de los receptores adrenérgicos a2 presinâpticos (Meana y cols, 1992) 
como de los receptores p2 (Mann y Arango, 1988;Meana y cols, 1992), lo cual estaria en 
concordancia con una posible desregulaciôn e hipersensibilidad de la transmisiôn 
noradrenérgica en la depresiôn. Asl, la hiperactividad de los receptores adrenérgicos a2 
podria inducir un descenso global en la actividad del LC y por tanto del SNA (Charney y 
cols, 1990). Una medida indirecta de la transmisiôn y de la sehal transduccional de la NA 
es el uso de la hormona de crecimiento (GH, del inglés growth hormone) cuya liberaciôn 
desde el hipotàlamo se ve favorecida tras la administraciôn de agonistas del receptor a2. 
Diversos grupos han confirmado que en pacientes depresivos (Coccaro y cols, 
1991;Schildkraut y cols, 1992) y con ansiedad (Abelson y cols, 1991) la liberaciôn de GH 
en respuesta a la clonidina (agonista de los receptores a2 adrenérgicos) esta atenuada, lo 
que se atribuye o bien a la hiperactividad de los autorreceptores presinâpticos o bien a una 
baja sensibilidad de los receptores postsinâpticos (Sullivan y Gratton, 1999). Ademâs, se 
ha visto que la clonidina reduce la actividad noradrenérgica general y provoca ansiolisis 
(Brambilla y cols, 1994).
El CRF podria estar modulando la actividad neuronal del LC, participando en las 
respuestas autonômicas, comportamentales y electrofisiolôgicas asociadas al estrés, como 
confirma la presencia de fibras CRF-inmunoreactivas dentro del dicha regiôn (Valentino y 
cols, 1993). Diversos estudios han demostrado que la administraciôn 
intracerebroventricular (i.c.v.) (Valentino y cols, 1983;Valentino y Wehby, 1988) o local de 
CRF (Van Bockstaele y cols, 2001) incrementa la actividad del LC y la liberaciôn de NA.
Aunque se ha visto que la exposiciôn continuada a un estresor atenûa tanto la 
respuesta neuronal del LC como la liberaciôn de NA con respecto un mismo estresor
(Nisenbaum y cols, 1991), cuando el estrés por inmovilizaciôn se aplica varias veces se 
produce, sin embargo, un incremento en la respuesta neuronal del LC (Pavcovich y cols, 
1990), lo que apunta a que dicha tolerancia podria ser especifica del tipo de estresor. El 
desarrollo de esta tolerancia contrasta con la bien documentada capacidad del estrés, 
tanto crônico como agudo, de incrementar la actividad y/o la cantidad de la enzima etapa- 
limitante de la biosintesis de la NA, que es la tirosina hidroxilasa (TH) (Kramarcy y cols, 
1984). Es decir, aunque el estrés crônico no provoca un incremento en la liberaciôn de NA, 
si da lugar a un aumento en la capacidad del sistema de liberar mas NA, incrementando su 
tasa de sintesis. Se ha confirmado ademâs, la participaciôn del CRF en la regulaciôn a la 
alta de la sintesis de TH en el LC, al menos en ciertas condiciones (Melia y Duman, 1991).
En estudios realizados con humanos con fobias especificas se ha visto que 
durante la exposiciôn a un estimulo fôbico se produce un aumento de la concentraciôn de 
NA y adrenalina en plasma, asi como del gasto cardiaco, la presiôn sanguinea y el nivel de 
ansiedad subjetiva (Nesse y cols, 1985). Es mâs, individuos que padecen un desorden de 
ansiedad social muestran importantes incrementos de los niveles de NA en plasma 
durante determinados desafios al compararlos con los contrôles (Stein y cols, 1992). Sin 
embargo, no se han encontrado diferencias en los niveles basales de NA de pacientes con 
desorden de ansiedad generalizada en comparaciôn con individuos sanos (Gerra y cols, 
2000).
1.1.2. Sistema Serotoninérgico
El papel del sistema serotoninérgico en la modulaciôn de la ansiedad es complejo. 
La serotonina (5HT, 5-hidroxi-triptamina) desempeha diversas funciones en el cerebro, 
dentro de las cuales se encuentran: el sueho, la funciôn cognitiva, la impulsividad, la 
funciôn motora a través de la modulaciôn de la respuesta limbica/afectiva, el a petite, el 
comportamiento sexual y la regulaciôn de la respuesta al estrés por parte del eje 
hipotàlamo hipôfisis adrenal (HHA), estas très ultimas controladas directamente por el 
hipotàlamo (Frazer y Hensler, 1990;Olivier y cols, 1998;Rainnie, 1999). A su vez, la 5HT 
estâ implicada en la homeostasis neuronal asl como el crecimiento de neuronas y su
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diferenciaciôn (Meneses, 1999;Ressler y Nemeroff, 2000;Dalley y cols, 2002;Harro, 2002).
Las neuronas serotoninérgicas se encuentran localizadas principalmente en dos 
estructuras del tallo cerebral: los nùcleos medial y dorsal del Rafe. Las proyecciones 
procédantes de ambos nùcleos tienen patrones diferentes pero solapantes, y poseen 
distinta morfologia axonal en funciôn de cual sea su nùcleo de origen (Ressier y Nemeroff, 
2000). Las sinapsis serotoninérgicas se concentran mâs densamente en regiones limbicas 
que incluyen la amigdala y el nùcleo del lecho de la estria terminal (NLET), a través de las 
cuales este sistema juega su papel en la modulaciôn de la ansiedad (Davis y cols, 1997), 
asl como el estriado ventral y el hipotàlamo. Algunas proyecciones de la corteza prefrontal 
(CPF) tienen importantes efectos sobre la actividad serotoninérgica, ya que inhiben 
directamente la funciôn del Rafe (Hajos y cols, 1998). Es mâs, esta via parece estar 
hiperactiva en algunos estados de ansiedad y en pacientes deprimidos (Drevets y cols, 
2007).
Al igual que ocurre con el LC, la actividad de los nùcleos del Rafe puede ser 
modificada por las hormonas circulantes, entre ellas los glucocorticoides o los esteroides 
gonadales (Ressier y Nemeroff, 2000). Sin embargo, no estâ clara la activaciôn del 
sistema serotoninérgico por el estrés, ya que, si bien es cierto que algunos resultados 
indican que las inervaciones serotoninérgicas que llegan a estructuras como la corteza 
prefrontal, la amigdala, el hipotàlamo y el hipocampo se activan ante estimulos 
ansiogénicos, como el estrés social, el miedo condicionado y situaciones de conflicto (Adell 
y cols, 1997;Berton y cols, 1998;Amat y cols, 1998a;Amat y cols, 1998b), otros, sin 
embargo, no encuentran cambios en la actividad del Rafe utilizando estresores diferentes 
(Jacobs y Fornal, 1999).
Otros estudios sobre desôrdenes de ansiedad han encontrado niveles de 5HT 
disminuidos en el liquide cefalorraquldeo de los pacientes (Brewerton, 1995). Ademâs, en 
casos de depresiôn y ansiedad parecen existir alteraciones en los niveles de receptores 
para 5HT. En tejido de corteza post mortem, se ha encontrado una elevada tasa de uniôn 
al receptor 5HT2 (Mann y cols, 1995) y 5HTia (Matsubara y cols, 1991), lo que ha llevado a 
hipotetizar acerca de una posible regulaciôn a la alta de dichos receptores en respuesta a
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una transmisiôn presinâptica disminuida. Otro estudio encontrô una disminuciôr en la 
densidad del receptor 5HTia en el hipocampo y la amigdala (Cheetham y cols, 1990) en 
contraposiciôn con el incremento encontrado en la corteza, lo que apunta a una regjlaciôn 
diferencial entre los sistemas llmbico y cortical. De hecho, la utilizaciôn de un agonista de 
dicho receptor como la m-CPP (meta-clorofenilpiperazina) incrementa los niveles de 
ansiedad en pacientes con trastornos de pânico, ansiedad generalizada y obsesivos 
compulsives (Zohar y cols, 1987;Klein y cols, 1991).
Hay una clara evidencia de que los fârmacos inhibidores de la recaptura de 
serotonina (1RS) usados para el tratamiento de la depresiôn tienen también efectos sobre 
la ansiedad. Las azapironas son agonistas parciales 5HTia con propiedades ansioliticas y 
antidepresivas, de entre las que destaca la buspirona, que actùa también sobre receptores 
adrenérgicos y dopaminérgicos. Sin embargo se ha demostrado que los agonistas totales 
de este receptor no tienen los mismos efectos ansioliticos e inducen incluso reaccicnes 
adversas, empeorando la ansiedad en pacientes con ataques de pânico (van Vliet y cols, 
1996). A dosis bajas, los antagonistas 5HT3 antagonizan la conducta agresiva y tienen 
efecto ansioiltico en animales de experimentadôn (Marsden, 1990).
1.1.3. Sistema GABAérgico
El GABA (âcido y-aminobutirico) es el neurotransmisor inhibitorio mâs importante
del sistema nervioso central de los vertebrados (Sieghart, 1995). Su acciôn se lleva a œbo 
a través de los siguientes receptores:
^ GABAa receptor ionotrôpico
*  GABAb ^  receptor metabotrôpico
Ambos participan de forma importante en la funciôn cerebral y son objetivo de una 
gran variedad de moduladores tanto endôgenos como exôgenos (Nutt y Maizia, 
2001;Korpi y cols, 2002;Boehm y cols, 2004;Mombereau y cols, 2004). Dado que el 
receptor GABAa es el principal responsable de la neurotransmisiôn inhibitoria râpida el 
sistema nervioso central (SNC) adulte, juega un papel crucial en el control de la 
excitabilidad cerebral (Michels y Moss, 2007).
inii'oclucGion
Numerosos estudios confirman que las drogas ansioliticas que actûan sobre este 
sistema producen a su vez efectos antidepresivos (Kalueff, 2007). De hecho, se postula 
que la depresiôn esta asociada a una disminuciôn en la funciôn GABAérgica, mientras que 
los antidepresivos, asl como los fârmacos ansioliticos, tienden a incrementaria (Leung y 
Xue, 2003;Brambilla y cols, 2003b). Como ya se ha mencionado, la ansiedad estâ 
asociada con alteraciones en la secreciôn de muchas hormonas, incluyendo la hormona 
adrenocorticotropa (ACTH), los glucocorticoides, el CRF, las catecolaminas, la oxitocina, 
etc. Las sustancias que actùan sobre el sistema GABAérgico, tanto endôgenas como 
exôgenas son susceptibles de afectar a la secreciôn de alguna de estas hormonas 
(Arborelius y cols, 1999;Finn y cols, 2003). Por ejemplo, algunos agonistas GABAérgicos 
tipo benzodiacepina disminuyen los niveles de ACTH, corticosterona, oxitocina y prolactina 
que se liberan en respuesta a una situaciôn estresante (Carrasco y Van de Kar, 2003).
Se sa be que el GABA interacciona directamente con otros neurotransmisores 
cerebrales, como la NA en la regiôn llmbica (Herman y cols, 2003b), lo que podria ser 
critico ya que ambos neurotransmisores estân muy implicados en el origen de la ansiedad 
(Coplan y Lydiard, 1998). Por tanto se ha planteado que mejorando la eficacia de las 
drogas GABAérgicas utilizadas en el tratamiento de la ansiedad se pueda al mismo tiempo 
mejorar los sintomas de depresiôn a través de la interacciôn del GABA con la NA, y 
viceversa (Kalueff, 2007).
Otros estudios neuroqulmicos relacionados con el sistema GABAérgico y la 
ansiedad han revelado que la interrupciôn de la actividad GABAérgica puede provocar 
ansiogénesis (Martijena y cols, 2002;Kalueff y Nutt, 2007). Es mâs, ratones déficientes de 
la enzima glutamate descarboxilasa que participa en el métabolisme del GABA en el 
sistema nervioso central (Stork y cols, 2000a) presentan un comportamiento altamente 
ansiogénico (Kash y cols, 1999;Stork y cols, 2003). Utilizando una aproximaciôn 
farmacolôgica se ha comprobado que aquellas drogas que interfieren con la recaptura de 
GABA (Gadea y Lopez-Colome, 2001a;Gadea y Lopez-Colome, 2001b;Gadea y Lopez- 
Colome, 2001c;Schmitt y cols, 2002), asl como los inhibidores de la enzima GABA- 
transaminasa (Sherif y Ahmed, 1995;Dalvi y Rodgers, 1996) producen ansiolisis.
Debido a la interacciôn entre la formaciôn de memorias aversivas y la 
neuroendocrinologla del estrés, es posible que el tratamiento de la ansiedad con drogas 
GABAérgicas pueda, en paralelo, bloquear las memorias negativas récurrentes que no 
sôlo complican el abordaje de dicho desorden (Kalueff y Nutt, 1996), sino que a su vez 
pueden ser origen de otros desôrdenes, como por ejemplo, la depresiôn.
1.1.4. Sistema CRF
La hormona o factor liberador de corticotropina (CRH o CRF) es un neuropéptido
de 41 aminoacidos que se ha identificado como el principal neurotransmisor implicado en 
las respuestas de estrés y ansiedad, iniciando las respuestas endocrinas, autônomas y 
comportamentales a diversos estresores (Dunn y Berridge, 1990) y regulando ademâs la 
liberaciôn de ACTH (Vale y cols, 1981;Rivier y Plotsky, 1986). De hecho, diversos 
desôrdenes relacionados con la respuesta de estrés que parecen ser el resultado de la 
estimulaciôn exacerbada de una o mâs vias reguladas por el CRF (Carrasco y Van de Kar, 
2003).
Los efectos conductuales del CRF relacionados con la ansiedad implican la 
activaciôn de los receptores CRFi y CRF2, teniendo mâs afinidad por los receptores de tipo
1. De hecho, no sôlo se ha visto que los ratones transgénicos que sobreexpresan CRF 
muestran un comportamiento ansiogénico debido a la acciôn del CRF sobre el receptor 
CRFi (Stenzel-Poore y cols, 1994) sino que ademâs la administraciôn central de CRF 
produce ansiedad en los animales (Sutton y cols, 1982;Sherman y Kalin, 1987;Berridge y 
Dunn, 1989;Butler y cols, 1990).
#  CRFi -> existen numerosas evidencias que implican a este receptor con la ansiedad. 
Se ha visto que los ratones knock-out para el receptor de CRF tipo 1 muestran una 
conducta menos ansiosa tanto en el laberinto en cruz elevado (LCE), como en la caja 
luz-oscuridad (CLO) en comparaciôn con los animales no mutados (TimpI y cols, 
1998;Smith y cols, 1998). Desde un punto de vista farmacolôgico, la inhibiciôn de la 
expresiôn de CRFi mediante la administraciôn central de oligodeoxinucleotidos 
antisentido (Liebsch y cols, 1995;Heinrichs y cols, 1997;Skutella y cols, 1998) asl como
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el tratamiento con antagonistas que bloquean especificamente el receptor resultan ser 
ansiogénicos en diferentes pruebas de ansiedad en los animales de laboratorio 
(Lundkvist y cols, 1996;Deak y cols, 1999;Okuyama y cols, 1999). Ademâs, en 
primates no humanos el tratamiento con antalarmina, un antagonista del receptor CRFi, 
induce un incremento de las respuestas de ansiedad al estrés social (French y cols,
2007).
# CRF2 -> su implicaciôn en la conducta de ansiedad no estâ tan clara. Si bien se ha 
observado un efecto ansiogénico en dos llneas de ratones que carecen de este 
receptor (Kishimoto y cols, 2000;Bale y cols, 2002), otros investigadores no 
encontraron dichas alteraciones en la conducta al compararlos con los contrôles 
(Coste y cols, 2000). Por otra parte, estudios en los que se ha administrado 
centralmente oligonucleotidos antisentido para el CRF2 no han encontrado alteraciones 
en la ansiedad de los animales en el LCE, ni en la prueba de evitaciôn defensiva 
(Heinrichs y cols, 1997;Liebsch y cols, 1999). Cuando se ha utilizado antisauvagina-30, 
un antagonista del receptor, se han obtenido resultados contradictorios. Mientras que 
tanto Radulovic y su grupo (Radulovic y cols, 1999) como Takahashi (Takahashi, 2001) 
encontraron que el tratamiento con el antagonista bloqueaba la conducta de ansiedad 
inducida por estrés en el LCE, otros investigadores hallaron que dicho péptido era 
ansiogénico (Kishimoto y cols, 2000).
Investigaciones recientes indican que la contribuciôn del CRF a la ansiedad 
depende del tipo de estresor (natural 0 no aprendido, frente a respuestas condicionadas), 
pudiendo estar cada uno de ellos relacionado con distintos sustratos neurales (CRF- 
dependientes 0 CRF-independientes). Asl, los primeros datos expérimentales indican que 
los estresores de tipo sistémico (Kusnecov y cols, 1999), neurogénicos o las claves del 
miedo condicionado inducen un estado de ansiedad reversible mediante la administraciôn 
de antagonistas selectivos del receptor de CRF (Merali y cols, 2004). Sin embargo, Merali 
(2004) ha sugerido que los estresores psicogénicos incondicionados (olor del predador, 
miedo a un espacio novedoso), podrian estimular circuitos neurales CRF-independientes, y 
por tanto la simple atenuaciôn de los efectos del CRF séria insuficiente para promover una
respuesta ansiolitica ante este tipo de estresores. Recientemente, Todorovic y
colaboradores (2007) han comprobado en ratones que la exposiciôn a un estrés por
inmovilizaciôn produce una manifestaciôn de ansiedad en los animales que estâ mediada 
por los receptores CRF2 septales, mientras que la activaciôn tardia de los receptores CRFi 
hipocampales serian los responsables de reestablecer los niveles basales de ansiedad.
1.2. Neuroanatomia de la ansiedad
El estudio de los circuitos anatômicos en los que participan los distintos sistemas 
de neurotransmisores que median la conducta de ansiedad dio un gran salto a partir del 
desarrollo y mejora de las técnicas neurotôxicas, las cuales han favorecido la selectividad 
de las lesiones en el estudio con animales de experimentadôn, asl como los avances en 
técnicas de neuroimagen que han permitido crear mapas neuropsicolôgicos que 
correlacionan con la emociôn en humanos. Las aproximaciones obtenidas por los
neurocientificos clinicos ha impulsado el interés acerca de cômo la disfunciôn de
determinados sistemas neuroqulmicos y anatômicos van a dar lugar a distintas patologlas, 
entre las que se encuentran los desôrdenes de ansiedad.
Tanto la conducta de miedo como la de ansiedad surgen en respuesta a estimulos 
exteroceptivos visuales, auditivos, olfatorios asl como interoceptivos, procédantes de las 
visceras y de los sistemas endocrine y nervioso autônomo. La ansiedad también puede 
surgir como consecuencia de procesos cognitivos mediados por la anticipaciôn 0 la 
interpretaciôn subjetiva de los estimulos percibidos por los individuos. Asl pues, los 
procesos emocionales pueden dividirse en (LeDoux, 1995):
Componentes evaluativos: la valoraciôn del efecto emocional de un estimulo 
implica la evaluaciôn de su Valencia (por ejemplo, apetitivo frente a aversivo), su 
relaciôn con las experiencias previas y la relaciôn con el contexto de donde surge 
el estimulo.
* Expresiôn emocional: en la expresiôn de la respuesta emocional convergen 
manifestaciones conductuales, endocrinas y autonômicas.
* Experiencia emocional: describe el sentimiento subjetivo que acompana a dicha
inti'ocluccion
respuesta.
Todos estos aspectos del procesamiento emocional deben ser modulados por 
complejos sistemas neurobiologicos que previenen que dichas manifestaciones se vuelvan 
persistentes, excesivas y maladaptativas para los sujetos. Asl, la ansiedad parece estar 
regulada por un intrincado eje neural organizado en niveles distintos que reflejan las 
diferencias en la demanda cognitiva, y que se extiende desde la neocorteza 
(particularmente las areas frontal y temporal) hasta las vlas monoaminérgicas del tallo 
cerebral (Shekhar y cols, 2002), teniendo un papel destacado el sistema llmbico, dentro 
del cual se integra la amigdala. Una disfunciôn a nivel de cualquiera de estas zonas puede 
dar lugar a un patrôn anormal de las respuestas afectivas y por tanto al desarrollo de 
desôrdenes emocionales. La respuesta fisiolôgica de la ansiedad y el miedo se regulan en 
areas del tronco cerebral. La sustancia gris periacueductal (SGPA) recibe aferencias 
descendantes de la corteza parallmbica y el sistema llmbico, y aferencias ascendantes de 
las estructuras sensoriales. Se ha visto que la estimulaciôn eléctrica en la zona 
ventrolateral del la SGPA produce inmovilizaciôn, hipotensiôn, bradicardia y analgesia, lo 
que supone una adaptaciôn a un daho importante en el organisme. Por otro lado, la 
estimulaciôn en la zona lateral de la SGPA produce huida cuando se hace caudalmente, y 
lucha cuando se hace rostralmente, y en ambos casos va acompanado de taquicardia y 
subida de la presiôn arterial (para revisiôn, ver (Graeff, 2003). El locus coeruleus (LC), 
proyecta eferencias hacia la corteza, areas limbicas y tâlamo (Aston-Jones y cols, 1996). 
Su estimulaciôn, ya sea mediante métodos electrofisiolôgicos o farmacolôgicos, provoca 
una respuesta de ansiedad (Redmond, Jr., 1986), lo cual puede évita rse tanto lesionando 
esta regiôn, como inyectando antagonistas adrenérgicos o sustancias ansioliticas (Uhde y 
cols, 1984). Ademâs, el hecho de que el LC se active fuertemente por el estrés o ante la 
presencia de estimulos aversivos (Stanford, 1995) y condicionantes emocionales 
(Rasmussen y Jacobs, 1986) hace que esta estructura sea fundamental en la generaciôn 
de la ‘reacciôn de alarma’ (Redmond, Jr., 1986;Charney y Heninger, 1986).
NivWes Qrcuitos neurales rdadonadcM» con la ansledad
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Esquema 1. Circuitos neurales relacionados con la ansledad. CPFM, corteza prefrontal medial; 
SGPA, sustancia gris periacueductal; NBET, nùcleo basal de la estn'a terminal; eje HHA, eje hipotalamo 
hipôfisis adrenal.
Adaptado de (Finn y cols, 2003)
SISTEMA LIMBICO Y ANSIEDAD
#  Corteza prefrontal medial
La corteza prefrontal medial (CPFm) esta relacionada con el control inhibitoric de
conducta (Lacroix y cols, 2000) interaccionando con el sistema serotoninérgico (Arrat y 
cols, 2005). Diversos estudios ban demostrado que lesiones en este area incrementan 
la secreciôn tanto de ACTH como de corticosterone tras la aplicacion del estrés por 
inmovilizaciôn, lo que implica un papel especifico del estresor en su control sobre el eje 
hipotâlamo-hipôfisis-adrenal (Diorio y cols, 1993;Figueiredo y cols, 2003). Diverses 
evidencias expérimentales sugieren que existe une organizaciôn topogrâfica de la 
CPFm en relaciôn a las eferencias inhibitorias sobre los circuitos del eje HHA (Sesack 
y cols, 1989;Hurley y cols, 1991;Takagishi y Chiba, 1991).
#  HIpocampo
El neurocientffico inglés Jeffrey Gray (Gray, 1983;Gray y McNaughton, 1983) 
desarrollô une teorfa sobre la ‘neuropsicobiologia de la ansiedad’, en la que sistema 
setpo-hipocampal juega un papel critico en la modulaciôn de los estados de ansiecad, 
en particular, en la predicciôn del resultado de determinadas respuestas 
comportamentales. Esta hipôtesis ha sido elaborada dentro de lo que se ha llamado el 
modelo comparador de la funciôn hipocampal’ (Gray, 1983;McNaughton y Gray, 
2000;Vinogradova, 2001), segûn el cual, las ‘células de lugar’ del hipocampo, no solo
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codifican para la localizaciôn instantânea dentro de un contexte, sino que también 
codifican informaciôn acerca del pasado, el présente y el futuro inminente formando 
parte asi de la red neural en la que se asienta la memoria episôdica (Ferbinteanu y 
Shapiro, 2003;Jeffery y Hayman, 2004). Por ejemplo, las células de lugar del 
hipocampo se modulan (se ‘encienden’ o se apagan ) en funciôn de que el animal 
vaya a girar a la derecha o a la izquierda del laberinto para obtener una recompensa. 
Esta funciôn hipocampal puede considerarse crucial para la conducta de valoraciôn del 
riesgo, ya que antes de enfrentarse a cada situaciôn se requiere una predicciôn acerca 
del resultado potencial de las diferentes estrategias conductuales (evitaciôn o 
aproximaciôn) que se pueden llevar a cabo. Ademâs, el hipocampo parece estar 
involucrado en la interpretaciôn de la intensidad del elemento estresante (Kant y cols, 
1984;Herman y cols, 1998).
Son numerosos los estudios que apuntan a esta estructura como critica en el proceso 
de retroalimentaciôn negative del eje HHA (Jacobson y Sapolsky, 1991;Herman y cols,
1996), debido a la elevada densidad de receptores de glucocorticoides présentes en el 
hipocampo, asi como al hecho de que las lesiones hipocampales afecten 
fundamentalmente a la fase de recuperaciôn de los niveles de glucocorticoides durante 
el estrés. Se ha visto que tras la exposiciôn a un estrés crônico, la administraciôn de 
altas dosis de corticosteroides durante un tiempo prolongado o durante el 
envejecimiento, se produce un descenso en los niveles de receptores de 
corticosteroides en el hipocampo, lo cual hace que se prolongue la respuesta del eje 
HHA (Sapolsky y cols, 1986;lssa y cols, 1990). Ademâs, la administraciôn sistémica de 
antagonistes del receptor de glucocorticoides de tipo I, de mineralocorticoides o MRs 
(del inglés, mineralocorticoid receptor) inhibe la habituaciôn del eje HHA a un estrés 
repetido (Cole y cols, 2000), mientras que la de antagonistes de los receptores de 
glucocorticoides de tipo II o GRs (del inglés, glucocorticoid receptor) retarda el freno en 
la liberaciôn de corticosterone que se produce en respuesta a la novedad (Ratka y cols, 
1989).
La estimulaciôn del hipocampo inhibe la secreciôn de glucocorticoides tanto en ratas.
como en humanos (Dunn y Orr, 1984). En la misma linea, se han realizado 
experimentos comprobando que tanto la extirpaciôn del hipocampo como las lesiones 
del fornix o del propio hipocampo incrementan la liberaciôn de corticosterone y/o ACTH 
(FENDLER y cols, 1961;Knigge, 1961;Knigge y HAYS, 1963;Sapolsky y cols, 1984a). 
Ademâs, el dano en el hipocampo también afecta a los niveles otras sustancias 
relacionadas con la respuesta al estrés como el CRF y/o AVP (arginina-vasopresina) 
(Sapolsky y cols, 1984b;Herman y cols, 1995). Esta regulaciôn del eje HHA por parte 
del hipocampo parece ser especifica tanto de la regiôn como del estresor, siendo 
ejecutada principalmente por las neurones localizadas en el ârea CA1 ventral. Por 
ejemplo, las lesiones provocadas en el subiculo ventral, provocan una elevada 
secreciôn de glucocorticoides durante el estrés por inmovilizaciôn, campo abierto o 
laberinto en cruz elevado, pero no durante el estrés por hipoxia (Herman y cols, 
1995;Mueller y cols, 2004).
La respuesta de miedo de los roedores ante una situaciôn aversiva es la inmovilizaciôn. 
En dicha conducta parece estar implicada la transmisiôn colinérgica del sistema septo- 
hipocampal (Gray, 1983;Herman y cols, 1995;Takahashi, 1996;Mueller y cols, 2004). 
Cuando se lesiona dicho sistema, se consigue una atenuaciôn de la respuesta de 
miedo muy similar a la obtenida tras el tratamiento con fârmacos ansioliticos, los 
cuales dificultan la actividad hipocampal theta, una onda ritmica que ha detectado en el 
cerebro de rata durante el estado de alerta ante una situaciôn de peligro o amenaza 
(McNaughton, 1997). De hecho, se ha sugerido que la alteraciôn de la funciôn 
colinérgica del hipocampo puede llevar a una percepciôn errônea de la informaciôn 
sensorial, lo que provoca una sensaciôn exagerada de miedo y ansiedad ante 
situaciones conflictivas (Smythe y cols, 1996). Esta teoria se ha demostrado 
inyectando sistémica o intrahipocampalmente escopolamina, un antagonista 
colinérgico, y comprobando que el bloqueo de la actividad colinérgica aumenta la 
ansiedad de los roedores en la caja luz-oscuridad (Smythe y cols, 1998).
Los receptores tipo MR localizados en el hipocampo también juegan un papel 
importante en la respuesta de ansiedad. De hecho, la administraciôn intrahipocampal
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de antagonistas de dicho receptor reduce los niveles de ansiedad en el LCE, el campo 
abierto, la prueba de enterramiento defensive y la CLO (Smythe y cols, 1997;Bitran y 
cols, 1998). Este es un efecto ansiolitico râpido, lo que lleva a pensar que no se basa 
en un mecanismo de acciôn genômico.
#  Amigdala
Se piensa que la amigdala es critica en la modulaciôn de la salida de la informaciôn 
sensorial. Estudios recientes realizados con resonancia magnética funcional (RMf) han 
demostrado un incremento de la activaciôn de la amigdala asociada con diversos 
estados de ânimo y con la ansiedad (Adolphs, 2001;Baxter y Murray, 2002;Anand y 
Shekhar, 2003). La actividad de esta estructura esta regulada por el balance entre la 
sehal excitatoria inducida por el glutamato y la inhibiciôn mediada por el GABA 
(Rainnie y cols, 1991a;Rainnie y cols, 1991b), siendo este equilibrio particularmente 
importante para la modulaciôn de las respuestas de ansiedad (Sajdyk y Shekhar,
1997). Es mas, la amigdala parece ser un ârea critica para los efectos anti-estrés 
inducidos por las drogas de tipo benzodiazepines (Petersen y cols, 1985;Sanders y 
Shekhar, 1995). El papel especifico de cada une de los nûcleos amigdalinos en la 
regulaciôn de las respuestas afectivas ha sido caracterizado a partir del estudio del 
paradigme del condicionamiento del miedo (LeDoux, 1992;Davis, 1992b), ya que se ha 
visto que las lesiones en la amigdala no afectan a todos los tipos de ansiedad o 
conductas emocionales (Treit y cols, 1998;Amaral, 2002;Anderson y Phelps, 
2002;Blundell y cols, 2003). La influencia de la amigdala sobre el sistema HHA estâ 
mediada tanto por el nùcleo basolateral de la amigdala (NBLA), como por el nùcleo 
central (NCeA). Lesiones en la regiôn amigdalina reducen la secreciôn de ACTH y/o 
corticosterone tras el estrés (Allen y Allen, 1974;Beaulieu y cols, 1986;Van de Kar y 
cols, 1991;Feldman y cols, 1994;Dayas y Day, 2002), mientras que su estimulaciôn 
tiene el efecto contrario (Matheson y cols, 1971;Redgate y Fahringer, 1973;Dunn y 
Whitener, 1986). Este control de la amigdala sobre la respuesta del eje HHA, al igual 
que ocurre con otras estructuras del sistema limbico es especifico del estresor del ârea 
amigdalina. Asi, la regiôn medial de la amigdala responde principalmente a estresores
como inmovilizaciôn, nataciôn, exposiciôn a un predador y la interacciôn social 
(Cullinan y cols, 1995;Kollack-Walker y cols, 1997;Figueiredo y cols, 2003), pero no lo 
hace a la hipoxia, la hemorragia o la inyecciôn de sustancias urticantes (Sawchenko y 
cols, 2000;Thrivikraman y cols, 2000;Figueiredo y cols, 2003).
La amigdala es también una estructura diana potencial para los glucocorticoides, ya 
que expresa tanto MRs como GRs (Fuxe y cols, 1985;Aronsson y cols, 1988;Arriza y 
cols, 1988;Ahima y Harlan, 1990). También el CRF, a través de sus receptores CRFi 
en la amigdala (Potter y cols, 1994), régula los procesos de ansiedad y miedo 
(Heinrichs y cols, 1994;Holsboer, 1999), principalmente a nivel del NCeA y el NLET 
(LeDoux, 1995;Lee y Davis, 1997). El tratamiento subcrônico de corticosterone en la 
amigdala incrementa el grado de ansiedad en el LCE, y eleva la expresiôn de CRF, asi 
como de neuronas que lo expresa n en el NCeA (Shepard y cols, 2000).
a La corteza cinguiada anterior, al menos en humanos, se piensa que participa en la 
evaluaciôn de la relaciôn entre las acciones y sus consecuencias, los resultados 
errôneos y los de refuerzo, y realizando elecciones entre diferentes estrategias 
comportamentales basândose en sus resultados potenciales (Rushworth y cols, 2004).
a El nùcleo del lecho de la estria terminal (NLET) parece formar parte del sistema 
motor relacionado con las respuestas emocionales especificas (Holstege y cols, 1985), 
y por tanto estâ implicado especificamente en la respuesta a la sehales aversivas 
difusas, como por ejemplo, una luz brillante (Davis, 1998;Walker y cols, 2003).
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2. U  respuestg fisiologica de estrés
Tanto los humanos como el resto de los animales sufren una serie de cambios 
fisiologicos y conductuales caracterlsticos en respuesta a la exposiciôn a situaciones 
estresantes, lo cual les va a permitir mejorar o potenciar su respuesta ante dicha situaciôn 
adversa.
Algunas de las respuestas fisiolôgicas asociadas a la respuesta de estrés son 
(Sapolsky, 2000;Sapolsky y cols, 2000;Habib y cols, 2001);
1. Movilizaciôn de energia y del flujo sanguineo para mantener la funciôn 
muscular y cerebral
2. Focalizaciôn de la atenciôn en el peligro percibido
3. Incremento de utilizaciôn de glucosa en el cerebro
4. Incremento en la tasa cardiaca y respiratoria
5. Modulaciôn de la respuesta inmune
6. Inhibiciôn de la conducta sexual
7. Inhibiciôn del a petite
Se define por tanto el estrés como un estado psicobiolôgico en el que el individuo 
percibe o expérimenta una situaciôn de amenaza fisica o emocional que no es capaz de 
afrontar (Gunnar y Quevedo, 2007). En general, estos estresores pueden agruparse dentro 
de très grandes categories (Van de Kar y Blair, 1999):
1. Estresores psicolôgicos basados en una respuesta aprendida hacia una 
amenaza dentro de una situaciôn adversa (miedo, ansiedad, exposiciôn a un 
entorno nuevo o incontrôlable)
2. Estresores fisicos y ambientales que conllevan ademâs un componente 
psicolôgico mâs o menos fuerte (exposiciôn al calor o al frio, ruido, 
inmovilizaciôn, etc).
3. Estresores biolôgicos que alteran la homeostasis: hemorragia, enfermedad, 
etc.
En dicha respuesta de estrés participan tanto el SNC, como componentes 
periféricos (Chrousos y Gold, 1992;Habib y cols, 2001);
# Elementos del SNC situados en el hipotélamo y en el tronco cerebral;
Neuronas parvocelulares que secretan CRF
Neuronas del nùcleo paraventricular del hipotalamo secretoras de la
hormona arginina-vasopresina (AVP).
Neuronas tipo CRF de los nùcleos paragigantocelular y 
parabraquial de la buibo raquideo y el LC
Grupos celulares noradrenérgicos situados en el buIbo y el puente.
# Elementos periféricos;
Ramas periféricas del eje HHA 
Sistema eferente simpàtico y parasimpâtico 
Es casi igual o mâs importante la participaciôn de un mecanismo homeostâtico 
inhibitorio (Cannon, 1929) que pueda compensar la activaciôn previa del sistema de estrés 
y devuelva al organisme al equilibrio interno necesario, puesto que la hiper/hipo-activaciôn 
crônica de dicho eje puede dar lugar a estados que pueden llegar a ser nocivos para la 
salud (Chrousos y Gold, 1992;Chrousos, 1998). Asi pues, la respuesta de estrés tiene un 
doble efecto, uno beneficioso para el individuo en cuanto a que le prépara para reaccionar 
trente a las situaciones peligrosas y uno negativo en cuanto al desgaste que puede 
provocar una activaciôn prologada. El Sindrome General de Adaptaciôn (Seyle, 1936) 
recoge las etapas fisiolôgicas por las que pasan los individuos ante una situaciôn 
estresante que incluyen; i) la reacciôn de alarma, en la que los individuos se enfrentan a 
una situaciôn de amenaza, ii) la fase de resistencia, en la que el organisme comienza a 
frenar la respuesta fisiolôgica de estrés y ii) la fase de agotamiento que se produce cuando 
las circunstancias estresantes perduran en el tiempo o son de considerable magnitud, 
pudiendo llegarse incluso a una pérdida de la capacidad de adaptaciôn del organisme.
Para estudiar el impacto que produce el estrés se han desarrollado distintos 
modèles animales en funciôn del tipo de estresor (fisico, biolôgico o psicolôgico). Sin
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embargo, hay que tener en cuenta que al igual que ocurre con otros modelos animales 
utilizados en la investigacion cientifica, no se puede medir la evaluaciôn cognitiva que un 
individuo realize de cada experiencia y que va a ser muy importante para modular la 
magnitud del impacto de la situaciôn estresante.
Es necesario entender el estrés como un suceso multifactorial en el que influyen 
elementos como la interacciôn entre el estresor y la reacciôn de estrés que desencadena; 
la evaluaciôn cognitiva que realiza el individuo de la situaciôn adversa, la cual va a estar 
muy influenciada tanto por el contexte en el que se mueva dicho individuo, como por su 
propia capacidad o no de resoluciôn de la situaciôn de emergencia; y en ultimo término, la 
estrategia que se va a llevar a cabo y que dériva de la interacciôn de los elementos ya 
mencionados. Las situaciones estresantes a las que se expone un individuo provocan en 
él un cambio, una modificaciôn en el répertorie de respuestas de que dispone, las cuales le 
ayudarân, desde un punto de vista adaptative, a la hora de enfrentarse a futuras 
situaciones adverses (Gold y cols, 1988a;Gold y cols, 1988b).
La activaciôn selective de diferentes areas cerebrales en respuesta a una situaciôn 
estresante puntual viene dada por las diferencias en la carga fisica que supone el estresor, 
su intensidad, la percepciôn somâtica y sensoriel, asi como del procesamiento cognitive y 
emocional (Pacak y Paikovits, 2001). Las amenazas predecibles son procesadas en primer 
lugar por las areas llmbicas, incluyendo la amigdala, el hipocampo y la corteza prefrontal 
(Herman y cols, 2003b). Sin embargo, bajo las condiciones del laboratorio, las situaciones 
estresantes son mucho mâs controladas. Comùn a la mayoria de los estresores es el 
hecho de que las respuestas adaptativas de los animales para mantener su homeostasis 
interna incluyen la activaciôn del eje HHA, asi como del sistema nervioso autônomo 
(Engelmann y cols, 2004).
2.1. Sistema nervioso outonomo
El sistema nervioso autônomo responde râpidamente a las situaciones adverses o 
estresantes regulando un amplio abanico de sistemas: cardiovascular, respiratorio, 
gastrointestinal, renal, endocrine etc.
El sistema nervioso autônomo tiene dos ramas (Habib y cols, 2001);
#  Rama simpàtica -> se activa en situaciones de estrés, particularmente si el sujeto se 
dispone a emitir respuestas de enfrentamiento (luctia) o evitaciôn (huida) (Valentino y 
cols, 1993). La inervaciôn simpàtica de los ôrganos periféricos comienza en el 
hipotalamo, el cual envia informaciôn a la médula espinal o bien directamente, desde 
el nùcleo paraventricular (NPV), o bien a través del nùcleo del tracto solitario (NTS). 
Desde la columna intermedio-lateral de la médula espinal parten las fi bras 
preganglionares cuyos nervios sinaptan en la cadena bilateral de ganglios simpaticos, 
donde se encuentran las neuronas simpâticas post-ganglionares que inervan 
extensamente la musculatura lisa y esquelética, el corazôn, el higado, el intestine, la 
g rasa y muchos otros ôrganos. Estas neuronas preganglionares son principalmente 
colinérgicas, mientras que las postganglionares son fundamentalmente 
noradrenérgicas.
La noradrenalina (NA) liberada tras la activaciôn de la rama simpàtica induce distintas 
funciones interaccionando con diferentes tipos de receptores (Valentino y cols, 1993); 
Uniôn a receptores pi-adrenérgicos; produce un incremento de la fuerza y
contracciôn cardiaca y a p2-adrenérgicos; estimulan la vasodilataciôn de las 
arteriolas coronarias y relajan la musculatura bronquial.
Uniôn a receptores a-adrenérgicos; induce la contracciôn de vasos sangulneos 
de los tejidos periféricos, redirigiendo el flujo sanguineo hacia el cerebro y el 
corazôn.
Aparté de estas modificaciones fisiolôgicas, el sistema simpàtico produce 
cambios metabôlicos importantes en el organisme, entre los que destaca su 
acciôn en el higado, donde estimula la glucogenolisis y proporciona un aporte 
adicional de glucosa a los tejidos que demanden mâs energia (Vingerhoets, 
1985).
Por otro lado, las neuronas simpâticas preganglionares activa n directamente la 
médula adrenal, la cual estâ formada con neuronas postganglionares modificadas que no
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inervan otros ôrganos. Las células adrenomedulares liberan al torrente circulatorio 
principalmente adrenaline (A) y en mener grado NA, actuando sobre estructuras que no 
estan inervadas directamente por el SNA. Ante una situaciôn de estrés crônico, esta via 
permanece activa y, para evitar danos en el organisme, los tejidos tienden a disminuir la 
expresiôn de sus receptores tanto a- como p-adrenérgicos (Mackenzie y cols, 1980;Stone, 
1983).
#  Rama parasimpàtica La funciôn principal del sistema nervioso parasimpâtico es la 
de provocar o mantener un estado corporal de descanso o relajaciôn tras un esfuerzo 
0 para realizar funciones importantes como es la digestiôn, micciôn o el acte sexual. 
Realiza funciones opuestamente complementarias con respecte al sistema nervioso 
simpàtico y el equilibrio entre ambos sistemas régula el funcionamiento del organisme 
en condiciones normales.
Ademâs de los neurotransmisores clâsicos de las ramas simpàtica y parasimpàtica, 
en los distintos niveles del SNA las neuronas expresan distintos neuropéptidos. Asi, se 
han encontrado CRF, neuropéptido Y, somatostatina y galanina en las neuronas 
vasoconstrictoras noradrenérgicas postganglionares, mientras que en las neuronas de tipo 
colinérgico se ha descubierto péptido intestinal vasoactive (VIP, del inglés vasoactive 
intestinal peptide), sustancia P y calcitonina (Habib y cols, 2001).
2.2. Eje hipotûlamo-hipof isis-adrenal
El CRF es el principal regulador hipotalâmico del eje hipotâlamo-hipôfiis-adrenal 
(HHA), y va a estimular la liberaciôn de ACTH por parte de la hipôfisis anterior (Guillemin y 
Hearn, 1955). Ademâs, las neuronas parvocelulares del NPV son esenciales para el 
control de la secreciôn de la ACTH, y sintetizan tanto AVP como CRF (Vale y cols, 
1981;Abou-Samra y cols, 1987). Ambos son secretados por los terminales axônicos en la 
zona externa de la eminencia media, desde donde van a estimular de forma sinérgica la 
secreciôn de ACTH por parte de las células corticotropas de la hipôfisis anterior (Antoni, 
1993). Hoy en dia, el complejo circuito neuronal que contrôla la actividad de las neuronas 
parvocelulares estâ bien caracterizado (para revisiôn ver (Herman y cols, 2003a).
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La corteza adrenal es la diana principal de la ACTH, donde régula la secreciôn 
tanto de glucocorticoides como de andrôgenos por parte de la zona fascicular y reticular 
respectivamente, y participa en el control de la liberaciôn de la aldosterona en la zona 
glomerular (Andreis y cols, 1992). En la liberaciôn de glucocorticoides estân implicados, 
ademâs, la actividad de los nervios periféricos autônomos, asi como otras hormonas y 
citoquinas (Ottenweller y Meier, 1982;Bornstein y Chrousos, 1999).
Los glucocortioides son los efectores ûltimos del eje HHA. Son hormonas 
pleiotrôpicas que ejercen sus acciones a través de receptores intracelulares ampliamente 
distribuidos (Munck y cols, 1984). Juegan un papel fundamental no sôlo en la regulaciôn 
basai del eje sino también en la culminaciôn de la respuesta al estrés actuando sobre el 
hipotalamo, la hipôfisis, y otros centros extra-hipotalâmicos. Entre los efectos mâs 
destacados de los glucocorticoides estân los metabôlicos y su capacidad para afectar el 
funcionamiento de distintos sistemas fisiolôgicos, como el cardiovascular, el inmunolôgico 
0 el nervioso, y, en relaciôn con este ultimo, influir sobre la conducta de los individuos 
(Munck y cols, 1984;Holsboer y cols, 1994).
La retroalimentaciôn negativa en la secreciôn tanto de CRF como de ACTH limita 
la duraciôn de la exposiciôn de los tejidos del organisme a la acciôn de los glucocorticoides, 
minimizando asi los efectos catabôlicos, lipogénicos e inmunosurpresores de dichas 
hormonas (Chrousos y Gold, 1992;Habib y cols, 2001).
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i2.3. Los receptores de glucocorticoides
Como ya se ha mencionado, la principal acciôn de los glucocorticoides esta medida 
por dos tipos de receptores, los receptores de mineralocorticoides o de tipo I (MRs) 
(Gerlach y McEwen, 1972;McEwen, 1979) y los receptores de glucocorticoides o de 
tipo II (GRs) (Reul y de KIoet, 1985). Ambos receptores pertenecen a la superfamilia de 
los receptores nucleares para esteroides y participan en la regulaciôn de la expresiôn de 
diversos genes. Su estructura consta de dos dominios funcionales;
Sitio de uniôn para el ADN, denominado DBD (del inglés, DNA-binding).
Sitio de uniôn para el ligando o LDB (del inglés, ligand-binding)
Estos dominios presentan un alto grado de homologia entre ambos tipos de 
receptores, residiendo la especificidad de cada uno en la regiôn N-terminal. Los 
glucocorticoides tienen 10 veces mâs afinidad por los MRs que por los GRs y por tanto es 
la concentraciôn de hormona circulante la que va a determinar qué receptor es activado: a 
bajas concentraciones se activarian ûnicamente los MRs y a elevadas concentraciones, 
como en los picos circadianos y durante las situaciones de estrés, ambos (Reul y de KIoet, 
1985;de KIoet y cols, 2000). La aldosterona también se une con 10-20 veces mâs afinidad 
a los receptores de tipo I que a los de tipo II. Sin embargo, la concentraciôn de esta 
hormona es de 100 a 1000 veces mener que la de la corticosterona, por lo que la 
probabilidad de que llegue a activar a los GRs es escasa. Su funciôn principal la ejercerla 
sobre los receptores del hipotâlamo anterior y el cerebelo (Funder, 1993).
En ausencia de ligando, los receptores de corticosteroides permanecen en el 
citoplasma de la célula formando parte de un g ran complejo multiproteico constituido por el 
polipéptido del receptor, dos molécules de hsp90 (proteina de choque térmico 90, del 
inglés beat shock protein 90) y otras proteinas. Una vez que la hormona interacciona, el 
receptor se disocia y se transloca dentro del nùcleo donde se une como un homodimero a 
un elemento de respuesta a glucocoticoides (GREs) situado en la regiôn promotora de los 
genes de respuesta a glucocorticoides, modulando su expresiôn positiva o negativamente, 
dependiendo de cuâl sea la secuencia GRE y el contexte del promoter. Cabe indicar que 
este receptor también puede modular la expresiôn génica de forma independiente a la
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uniôn con GRE, mediante su interacciôn fisica con otros factores de transcripciôn, como la 
proteina AP-1 y el factor nuclear NF-kB (Bamberger y cols, 1996). El receptor tipo GR 
puede unirse directamente al ADN para reprimir su propia expresiôn, asi como la de la 
proopiomelanocortina (POMC) (Webster y Cidiowski, 1999;Sapolsky, 2000). Ademâs, se 
han descrito efectos rapides y breves de los glucocorticoides que podrian realizarse no a 
través de su interacciôn con los receptores intracelulares, sino interaccionando 
directamente con la membrana plasmâtica (Chen y cols, 1991;Sandi y cols, 1996;Murphy y 
Regan, 1998;Venero y Borrell, 1999;Makara y Haller, 2001 ; Karst y cols, 2005).
2.3.1. Distribucion cerebral
Los receptores para glucocorticoides se encuentran ampliamente distribuidos en el
organisme, tanto a nivel central como periférico. La concentraciôn de GRs es unas 10 
veces mayor que la de MRs en general en todo el cerebro. Sin embargo, hay que tener en 
cuenta que los niveles de ambos receptores pueden variar tras la exposiciôn a distintos 
tipos de tratamientos o experiencias, como la administraciôn de glucocorticoides, el estrés 
crônico o el paso de los ahos (Van Eekelen y de KIoet, 1992;Patacchioli y cols, 
1998;Meyer y cols, 2001), siendo incluso posible encontrar variaciones en la densidad de 
receptores como consecuencia del ritmo circadiano (Spencer y cols, 1990). De hecho, 
existe una correlaciôn entre el numéro de receptores y la respuesta a la hormona tanto in 
vivo como in vitro (Burnstein y Cidiowski, 1992). Recientemente se ha visto que los niveles 
de GRs y MRs se ven afectados de diferente forma tras la administraciôn de corticosterona 
a ratas previamente adrenalectomizadas. Aunque ambos sufren un descenso progresivo 
en sus ARNm que se acentüa cuanto mayor es la dosis de corticosterona, los efectos son 
significativos sobre los GRs con una dosis de 10 mg/Kg, mientras que es necesaria una 
dosis de 50 mg/Kg para afectar a los niveles de ARNm de los MR. También se comprobô 
que la adrenalectomia indujo un aumento en los niveles de ARNm para ambos tipos de 
receptores ûnicamente en el tercer dia tras la operaciôn, desapareciendo las diferencias 
en el octavo dia (Hugin-Flores y cols, 2004).
La distribuciôn en el SNC responde a su implicaciôn en la regulaciôn de la
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conducta emocional, y en procesos de aprendizaje y memoria (LeDoux, 1993;McNaughton, 
1997;Kempermann y Gage, 2002):
# MRs -> su distribuciôn es bastante heterogénea, con altas concentraciones en:
Sistema limbico: hipocampo y septum dorsolateral 
Cerebelo
Nûcleos sensoriales y motores del tronco cerebral
# GRs ampliamente distribuidos por todo el cerebro, presentando una 
concentraciôn muy alta en:
Sistema limbico
Neuronas parvocelulares del NPV del hipotâlamo, lugar en el que 
los glucocorticoides ejercen el control negativo sobre la smtesis 
tanto de CRH como de AVP.
# Ambos tipos de receptores colocalizan en:
NPV del hipotâlamo
Nùcleo del tracto solitario (NTS)
Septum 
- Amigdala
Hipocampo: donde su expresiôn es mayor en las âreas CA1 y CA2, 
y puede llegar a ser un 50% mayor para los receptores de tipo I.
„MRs
Giro 
• dentado •
500 i^m
Figura 2. Distribuciôn de los receptores de 
glucocorticoides en el hipocampo de rata.
Adaptado de (Ito y cols, 2000)
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Las alteraciones en el control negativo de la respuesta del eje HHA por parte de los 
glucocorticoides es uno de principales factores neurobiologicos causantes de trastornos 
psiquiatricos (Young y cols, 1991;Yehuda, 2001). La importancia de los GRs y MRs 
hipocampales en dichas alteraciones no esta limitada a su participaciôn en el control 
negativo de la respuesta, ya que la activaciôn o el bloqueo de estos receptores parece 
modular, ademâs, otros sistemas relacionados con la memoria, la reactividad 
comportamental, la ansiedad y el miedo (Korte y cols, 1995;de Kloet y cols, 1998) Asi, 
existen numerosos estudios acerca del papel modulador de los glucocorticoides sobre el 
sistema serotoninérgico y dopaminérgico, mediado principalmente por los receptores de 
tipo GR (Chaouloff, 1995;Meijer y de Kloet, 1998;Lopez y cols, 1998;Farisse y cols, 
2000;Wissink y cols, 2000). Por ejemplo, se ha visto que las inyecciones sistémicas de 
corticosterona (Summers y cols, 2000), as! como protocolos de estrés agudo por ruido o 
crônico por ruido o inmovilizaciôn (Boadle-Biber y cols, 1989;Shimizu y cols, 1992) 
incrementan la tasa de recam bio de la 5HT.
2.3.2. Acciones 
ACCIONES PERIFÉRICAS
La mâs destacable es la que desempenan estos receptores participando en la
regulaciôn de la presiôn sanguinea de forma contraria (van den Berg y cols, 1989):
MR -> media el aumento de la presiôn sanguinea 
GR media la disminuciôn
ACCIONES CENTRALES 
Retroalimentaciôn negativa
Como ya se ha comentado, el control negativo del eje HHA por parte de los 
glucocorticoides es fundamental para garantizar la vuelta al equilibrio del medio interno.
Este proceso se lleva a cabo mediante, al menos, très mécanismes independientes, 
pero relacionados:
1. Mecanismo ràpido no genômico: se produce en los primeros minutes tras la 
activaciôn de la respuesta de estrés y es mâs efectivo cuanto mayor es el 
incremento en el nivel de corticosterona circulante. El aumento en los niveles
de corticosterona inhibe la liberaciôn de CRF y ACTH (Brann y Mahesh, 1995).
2. Mecanismo intenvedio (probablemente genômico): se dispara entre media hora 
y 90 minutes tras la activaciôn del eje, inhibiendo la sintesis de CRF asi como 
la sintesis y liberaciôn de CRF y ACTH. Probablemente esta acciôn se realiza a 
nivel hipocampal. La fuerza de inhibiciôn de este mecanismo es proporcional a 
la actividad del eje HHA (Sapolsky y cols, 1984a;Herman y cols, 1989)
3. Mecanismo tardio: ocurre durante las doce horas posteriores, y actùa 
fundamentalmente a nivel genômico reduciendo la sintesis y almacenamiento 
de ACTH en la hipôfisis, aunque también estâ implicado el hipocampo 
(Jacobson y Sapolsky, 1991).
La implicaciôn de cada tipo de receptor no estâ clara:
# MRs se relacionan con el control tônico del hipocampo sobre la actividad del 
eje.
$ GRs median el control negativo frente a elevados niveles de corticosterona 
circulante.
Plasticidad neural
Los efectos que los glucocorticoides ejercen sobre los procesos de plasticidad y 
supervivencia neuronal son variados. Algunos de ellos son los siguientes: 
a  Los receptores de tipo I localizados en las células granulares del hipocampo presentan 
propiedades antiapoptôticas, requiriéndose unos niveles minimos de corticosteroides 
para su supervivencia (Hassan y cols, 1996;Almeida y cols, 2000).
a  La exposiciôn crônica a niveles elevados de glucocorticoides puede llevar a 
degeneraciôn de los ârboles dendriticos de las neuronas piramidales del las âreas GAI 
(Donohue y cols, 2006), CAS del hipocampo (Magarinos y McEwen, 1995;Sousa y cols, 
2000;Stewart y cols, 2005) y de las células granulares del giro dentado del hipocampo 
(Haynes y cols, 2003) e incluso a la muerte de las mismas.
a Los glucocorticoides pueden afectar a la expresiôn de varies factores trôficos 
implicados en procesos de plasticidad neural (Chao y McEwen, 1994;Smith y cols.
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1995):
Factor de crecimiento neural (NGF, del inglés neural growth factor)
Factor neurotrôfico derivado de cerebro (BDNF; del inglés brain derived nerve 
factor)
a  También puede verse afectada la expresiôn de moléculas de adhesiôn celular (CAMs, 
del inglés cell adhesiôn molecules) (Grant y cols, 1996;Sandi y Loscertales, 
1999;Grootendorst y cols, 2001):
CAM neural (NCAM)
- L1
La modulaciôn sinàptica de los corticosteroides se représenta en forma de U- 
invertida, tanto en la regulaciôn de la potenciaciôn de larga duraciôn o LTP (del inglés, long 
term potentiation), como de la depresiôn de larga duraciôn o LTD (del inglés, long term 
depression). Este tipo de modulaciôn significa que tanto niveles minimos como mâximos 
de glucocorticoides endôgenos producen la supresiôn de la LTP hipocampal (Stanton, 
1996;Coussens y Teyler, 1996), mientras que concentraciones moderadas la potencian 
(Lupien y McEwen, 1997).
Otra serie de estudios han mostrado que si las ratas son expuestas a la 
exploraciôn de un ambiente novedoso, lo cual induce la liberaciôn de corticosterona, se 
inhibe la expresiôn de la LTP (Xu y cols, 1997;Xu y cols, 1998). En cambio, este mismo 
tratamiento conductual produce el efecto contrario sobre la LTD, facilitândola.
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3. Moléculas eje adhésion celulaf neural
Las moléculas de adhesion celular (CAMs, del inglés cellular adhesion molecules) 
son glicoproteinas de membrana que median interacciones célula-célula y célula-matriz 
extracelular estableciendo asi un anclaje fisico de las células a su entorno, lo que es 
imprescindible para su proliferaciôn, crecimiento y migraciôn (Kiss y Muller, 2001). Hoy en 
dia, también se sabe que las CAMs pueden activar cascadas de sehales celulares gracias 
a que poseen un elemento intracelular que les permite acoplar los cambios dinamicos que 
se producen a nivel extracelular con los eventos intracelulares que controlan la morfologla 
(Lamprecht y LeDoux, 2004). Asi pues, los fenômenos de adhesion y sehalizaciôn son 
procesos mutuamente interdependientes (Kamiguchi y Lemmon, 2000).
Se han localizado diversos tipos de CAMs en las sinapsis del sistema nervioso 
central que pueden clasificarse en cuatro grupos (Kiss y Muller, 2001): 
a Integhnas 
a Cadherinas 
a Neurexinas y neuroliginas 
a Superfamilia de las inmunoglobulinas
Las moléculas pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas se 
caracterizan por la presencia de un motivo identificado por primera vez en las proteinas 
denominadas inmunoglobulinas (ver resumen, (Williams y Barclay, 1988). Poseen uno o 
mâs dominios tipo inmunoglobulina (Ig) que median los procesos de reconocimiento y 
adhesion, y normalmente una o mâs repeticiones de fibronectina III (Fnlll) (Walsh y 
Doherty, 1997). Esta superfamilia incluye diversas subfamilias que se expresan en un gran 
numéro de tejidos tanto durante el desarrollo como en las espinas dendriticas del individuo 
adulto (Edelman y Crossin, 1991), participando en la transmisiôn entre neuronas y en la 
interacciôn entre células gliales y células nerviosas (Vernadakis, 1996).
Estas proteinas pueden establecer uniones homofilicas y/o heterofilicas con otros 
miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas con una fuerza de interacciôn 
variable (Brummendorf y Rathjen, 1996). Ademâs, la mayoria de estas moléculas poseen 
homôlogos en animales invertebrados, lo que sugiere la importancia de la adhesiôn celular
como un mecanismo altamente conservado en la evoluciôn (Edelman, 1987).
Dentro de las moléculas pertenecientes a esta superfamilia, destacamos la 
molécula de adhesiôn celular neural (NCAM, del inglés neural cellular adhesion molecule), 
por su localizaciôn en el sistema nervioso central y su participaciôn en numerosos 
procesos neurales.
3.1. Estructura molecular de NCAM
La molécula NCAM présenta una regiôn extracelular formada por cinco môdulos 
tipo inmunoglobulina y dos regiones homôlogas con la fibronectina de tipo III (Fnlll). A 
través de este dominio extracelular NCAM media interacciones tanto homofilicas como 
heterofilicas, cis y trans (Ronn y cols, 2000). Mediante modificaciones post-traduccionales 
ha sido posible inhibir las interacciones entre células mediadas por NCAM y descubrir asi 
su papel en la remodelaciôn sinàptica dependiente de actividad (Durbec y Cremer, 2001) y 
en el almacenamiento de memoria (Murphy y Regan, 1998).
Existen al menos de 20 a 30 isoformas diferentes generadas por corte y empalme 
(splicing) alternativo, o bien por modificaciones post-traduccionales (Cunningham y cols, 
1987). En el cerebro, NCAM se encuentra principalmente en très isoformas generadas a 
partir del splicing alternativo de un ünico gen formado por 26 exones y que se nombran en 
funciôn de su peso molecular:
-NCAM-120 (120 kDa)
-NCAM-140 (140 kDa)
-NCAM-180(180 kDa)
Aunque las très isoformas presentan dominios extracelulares similares difieren en 
la longitud del dominio citoplasmàtico y la forma de anclarse a la superficie de la 
membrana. Asi, NCAM-140 y NCAM-180 son glicoproteinas intégrales de membrana, 
mientras que NCAM-120 estâ anclada a la membrana mediante un enlace glicosilfosfatidil 
inositol (GPl) (Jorgensen, 1995) (ver Figura 3). En individuos adultos, NCAM-140 y NCAM- 
180 se expresan fundamentalmente en neuronas (Gegelashvili y cols, 1993), mientras que 
NCAM-120 lo hace predominantemente sobre células gliales (Noble y cols, 1985).
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Mediante un estudio de microscopia electrônica se ha podido constatar que en las sinapsis 
de CA3/CA4, NCAM-140 se localiza tanto en la membrana pre- como en la postsinâptica 
estableciendo anclajes hetero- y homofilicos, mientras que NCAM-180 se encuentra 
ûnicamente en las postsinàpticas (Schuster y cols, 2001).
NHg NHg NHg
Dominio Ig
Dominio Fnlll
Anclaje GPl
B)
NCAM OPSA
NCAM-120
NCAM-140
NCAM-180
Figura 3. A) Estructura de NCAM y sus isoformas, B) Funciôn del PSA como separadora de las 
moléculas de NCAM. Adaptado de Sandi, 2004.
En el liquide cefalorraquideo y en el plasma sanguineo estân présentes otras 
isoformas solubles de NCAM (NCAMs 1, 2 y 3), normalmente asociadas a lipides (Ronn y 
cols, 1998). La mâs abondante de estas isoformas proviene de la proteolisis de la region 
extracelular de NCAM 120 por la acciôn de una fosfolipasa (Bock y cols, 1987;Olsen y cols, 
1993).
Una particular e interesante caracteristica bioquimica de NCAM es su capacidad 
para unir largas cadenas lineales de homopolimeros de a2,8-âcido polisiâlico (PSA) al 
module Ig5. Una ûnica cadena de PSA puede consistir en mâs de 50 monomères, pero 
dicha longitud puede variar substancialmente (Rougon, 1993). Se piensa que la larga
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cadena de PSA, cargada negativamente, podia funcionar como un espaciador que 
reducirfa la fuerza de las interacciones tanto homofilicas como heterofilicas que se 
producen entre moléculas de NCAM (ver Figura 3) (Hoffman y Edelman, 1983;Rougon, 
1993). Este proceso podria estar relacionado con la facilitaciôn de la reorganizaciôn que 
ocurre durante el desarrollo del cerebro y bajo condiciones de plasticidad sinàptica en el 
adulto. De hecho, el patron de expresiôn de PSA-NCAM durante el desarrollo del sistema 
nervioso central es muy dinâmico y generalizado, participando de forma esencial en la guia 
axonal o la formaciôn del musculo esquelético (Rutishauser y Landmesser, 1996). En el 
cerebro adulto, sin embargo, el PSA esta prâcticamente ausente y su expresiôn queda 
limitada a aquellas regiones cerebrales caracterizadas por su elevada tasa de plasticidad 
sinàptica. Asi, se ha constatado que existe una g ran expresiôn de PSA-NCAM en el buibo 
olfativo, donde se produce continuamente regeneraciôn neural (Kaplan y Hinds, 1977); en 
el giro dentado del hipocampo maduro participando en procesos de remodelaciôn sinàptica 
(Rutishauser y Landmesser, 1996); en el hipotâlamo, donde se producen cambios en el 
numéro de sinapsis regulados por hormonas (Hatton, 1997); en la corteza piriforme y otras 
regiones neocorticales (Seki y Arai, 1991) como en la corteza prefrontal (Varea y cols, 
2005).
3.2. Funciones de NCAM
La fuerza de adhesiôn de una neurona que expresa NCAM depende, sobre todo, 
de la expresiôn de los diversos ligandos de NCAM asi como del estado de glicosilaciôn 
que exprese (Ronn y cols, 1998).
# La funciôn clâsica de NCAM es mediar la adhesiôn celular a través de una acciôn 
homofilica, lo que parece estar mediado por una interacciôn reciproca a través del 
tercer dominio Ig de las NCAM de membranes opuestas (Rao y cols, 1994).
♦  Durante el desarrollo, las moléculas de PSA-NCAM participan en la remodelaciôn 
estructural disminuyendo la adhesiôn celular mediada por NCAM y L1, lo cual se 
plantea es un requisite necesario para la formaciôn de las nuevas conexiones 
neuronales que se producen en el cerebro en desarrollo (Edelman y Crossin,
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1991;Ronn y cols, 1998). En este periodo, la expresiôn de PSA-NCAM correlaciona en 
tiempo y espacio con el crecimiento axonal, la formaciôn de bifurcaciones axonales y 
de contactes celulares en los sistemas corticoespinal (Daston y cols, 1996) y 
retinotectal (Williams y Barclay, 1988), asi como en la formaciôn de las uniones 
neuromusculares (Tang y cols, 1994).
# Por otra parte, NCAM-140 se ha visto implicada en el crecimiento de expansiôn de las 
neuritas a través de la activaciôn de diferentes vias de transducciôn (Kolkova y cols, 
2000). Se ha propuesto que la activaciôn de seriales intracelulares por parte de NCAM 
se produzca a través de la uniôn con el receptor del factor de crecimiento de 
fibroblastos (FGF-R, del inglés fibroblast growth factor receptor) (Saffell y cols, 
1997;Niethammer y cols, 2002), a través del denominado dominio homôlogo con CAM 
(CHD, del inglés CAM-homology domain), lugar donde también se uniria L1 y la N- 
cadherina (Doherty y Walsh, 1996). Esta isoforma de NCAM también parece estar 
implicada en la activaciôn del factor NF-kB en astrocitos (Little y cols, 2001).
*  In vitro se ha comprobado que la aplicaciôn de anticuerpos frente a NCAM inhibe la 
generaciôn de la LTP en la regiôn CA1 del hipocampo (Ronn y cols, 1995).
3.3. Mecanismos de senalizacion de NCAM
NCAM puede interaccionar con algunos receptores para factores de crecimiento, 
los cuales median los mecanismos moleculares intracelulares que permiten el crecimiento 
de las neuritas, entre ellos:
Receptor para el factor neurotrôfico derivado de células gliales (GDNF-R, del 
inglés glial cell derived neurotrophic factor receptor) (Paratcha y cols, 2003) 
Receptor para el factor neurotrôfico derivado de cerebro (BDNF-R, del inglés 
brain derived neurotrophic factor receptor) (Muller y cols, 2000).
Receptor para el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-R) (Doherty y 
Walsh, 1996).
Otra via activada por NCAM se lleva a cabo por su interacciôn con tirosina-kinasas 
intracelulares, p59Fyn y las kinasas de adhesiôn focal (FAK), comprobândose que al
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menos la interacciôn con las tirosina-kinasas esta asociada con los procesos de 
crecimiento de neuritas (Beggs y cols, 1994). También parece existir una relaciôn entre el 
incremento de la expresiôn de NCAM-180, la activaciôn del receptor de tipo NMDA y la 
sinaptogénesis (Hoffman y cols, 1998;Dityatev y cols, 2004).
3.4. FGL, un péptido mimético de NCAM
Tras un anclaje homofilico, NCAM promueve el crecimiento de las neuritas a través 
de mecanismos que incluyen la interacciôn con el FGF-R, el cual pertenece a la familia de 
los receptores de tipo tirosina-kinasa (Saffell y cols, 1997). Esta uniôn se realiza entre dos 
môdulos Fnlll de NCAM y los môdulos D2 y D3 tipo inmunoglobulina del receptor, 
llamados FG loop o FGL (Doherty y Walsh, 1996). La activaciôn del receptor induce a su 
vez la de la fosfolipasa-Cy (PCy), que genera dos segundos mensajeros, el IP3 (inositol 
1,4,5-trifosfato) y el DAG (diaciiglicerol). El IP3, favorece la entrada de calcio en la célula a 
partir de los reservorios intracelulares (Kolkova y cols, 2000) y el DAG activa a la proteina 
kinasa C (PKC) la cual activa canales de calcio dependientes de voltaje y activa otra serie 
de rutas intracelulares (Williams y cols, 1994). En parte via FGF-R, las NCAM también 
activan la cascada de las proteinas kinasas activadoras de mitôgenos (MARK), donde 
participan Raf, MEK1/2 y las kinasas reguladoras de la sehal extracelular 1 y 2 (Erk1/2) 
(Schmid y cols, 1999;Kolkova y cols, 2000;Jessen y cols, 2001).
En el laboratorio de la Dra E. Bock, en la Universidad de Dinamarca, se sintetizô un 
péptido sintético anâlogo al péptido FG loop que représenta una parte del sitio de anclaje 
de NCAM al receptor FGF-R de tipo 1 (Kiselyov y cols, 2003), y que se denominô también 
FGL.
Se ha comprobado que la utilizaciôn de este péptido FGL mimético de NCAM 
favorece el establecimiento de varies tipos de memoria (Cambon y cols, 2004), lo que 
apoya la teoria de que las interacciones NCAM-FGF-R1 modulan criticamente la fuerza 
con la que se almacena la informaciôn aprendida. El hecho de que las inyecciones 
intracerebroventriculares de FGL inmediatamente después del entrenamiento en dos 
pruebas dependientes de hipocampo (condicionamiento del miedo al contexto y laberinto
acuâtico de Morris) produjeran una memoria duradera en el tiempo (hasta el dia 14 en el 
laberinto acuâtico de Morris y hasta el dia 28 en el condicionamiento del miedo al contexto) 
parece indicar que el hipocampo pudiera ser una estructura diana para este péptido. Sin 
embargo, no se puede descartar que el FGL pueda actuar también sobre otras âreas 
cerebrales, dado que también potencia la memoria en el condicionamiento del miedo al 
tono, una prueba independiente de la funciôn hipocampal y que depende de manera critica 
de la amigdala (Cambon y cols, 2004). Recientemente, se ha comprobado que la 
administraciôn del péptido FGL también parece favorecer la retenciôn a largo plazo de la 
memoria social (Secher y cols, 2006).
La acciôn facilitadora del FGL sobre el almacenamiento de informaciôn podria 
deberse a que el péptido esta ri a afectando a las cascadas de senales moleculares 
résultantes del entrenamiento (Bontempi y cols, 1999), e incluso podria afectar a los 
procesos estructuraies que regulan la persistencia de la memoria en el tiempo (Dudai, 
2002).
Al exponer cultivos de neuronas hipocampales a FGL por un tiempo entre 1 y 48 
horas se facilita la liberaciôn de neurotransmisores desde el terminal sinâptico en 
respuesta a despolarizaciôn presinâptica (Skibo y cols, 2005). Ademâs, el FGL favorece la 
formaciôn de sinapsis in vitro] de hecho, se piensa que la facilitaciôn de la memoria a largo 
plazo inducida por el FGL podria estar mediada por la capacidad del péptido (via 
activaciôn del FGF-R 1) de incrementar la funciôn presinâptica o bien la formaciôn de 
sinapsis o ambas (Cambon y cols, 2004). Cuando se évalué el efecto neuroprotector del 
FGL en neuronas cerebelares, hipocampales y neuronas dopaminérgicas en cultivo 
expuestas a diferentes factores neurotôxicos, se comprobô que el péptido era capaz de 
incrementar la supervivencia neuronal e incluso reducir la fragmentaciôn del ADN que 
résulta del proceso de apoptosis (Neiiendam y cols, 2004).
Recientemente, Klementiev y colaboradores (Klementiev y cols, 2007) han 
comprobado que la administraciôn de FGL a ratas tratadas con el péptido Ap-25-35. tanto 
antes de la apariciôn de signos a parentes relacionados con la enfermedad de Alzheimer 
(EA) como una vez que éstos se han manifestado, es capaz de prévenir y de revertir las
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alteraciones tanto neuronales como cognitivas désarroiladas per los animales, lo que 
podria suponer un primer paso importante en el tratamiento de la neuropatologia asociada 
a la EA asi como a la demencia.
FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS
Los miembros de la familia del FGF que se expresan en el SNC participan de 
forma importante en el desarrollo y en procesos de reparaciôn (para revision ver (Reuss y 
Bohien und, 2003).
Iras el aislamiento y clonaciôn del primer FGF, el FGF-2, se han encontrado hasta 
23 tipos de FGF y 4 receptores (Abraham y cols, 1986;Powers y cols, 2000). En el SNC se 
localizan al menos 10 de estos ligandos de los cuales, a excepciôn del FGF-1 y del FGF-2, 
no se conocen en profundidad sus funciones (Reuss y Bohien und, 2003).
Las principales funciones de los FGFs en el SNC son: neurogénesis, diferenciaciôn 
celular, crecimiento axonal y supervivencia neuronal, siendo ademâs fondamentales en 
procesos de reparaciôn tras distintos tipos de lesiones nerviosas tanto periféricas como 
centrales y en enfermedades degenerativas (Mocchetti y Wrathall, 1995;Haynes y cols, 
2007). En el cerebro adulto también se ha comprobado su participaciôn en procesos 
cognitivos que incluyen el aprendizaje y la memoria (Calamandrei y Al leva, 1995).
4. Apren4iz3|e y memoria
Tanto para los humanos como para el resto de los animales, la capacidad de 
retener las experiencias pasadas es esencial para poder adaptarse mejor a los eventos del 
future. Se define aprendizaje como el proceso por el cual se adquiere nueva informaciôn y 
memoria como la persistencia de dicha informaciôn, a la cual puede accederse 
posteriormente mediante su evocaciôn o recuerdo (Squire, 1987).
A partir del estudio de pacientes con lesiones cerebrales se fueron estableciendo 
los fundamentos de la organizaciôn biolôgica de la memoria humana, ya que en muchas 
situaciones dichas lesiones produjeron alteraciones que proporcionaron las pistas sobre
las regiones cerebrales que subyacen a los procesos de la memoria. La utilizaciôn de 
diferentes técnicas y sujetos de experimentaciôn han puesto de manifiesto que la memoria 
refleja varios procesos, dependientes entre si, que incluyen la adquisiciôn de informaciôn, 
su consolidaciôn, la retenciôn durante un période de tiempo variable, el recuerdo y a veces 
su olvido. Existen diferentes formas de clasificar la memoria, en funciôn del tipo de 
informaciôn almacenada y en funciôn del tiempo en que la informaciôn queda almacenada 
(Goelet y cols, 1986).
#  En funciôn de! tipo de informaciôn almacenada, la memoria se clasifica en:
MEMORIA EXPLICITA o DECLARATIVA: recolecciôn de los acontecimientos 
biogréficos y del conocimiento de hechos. Requiere del esfuerzo consciente e 
intencional para ser recordada o bien puede ser evocada por el contacte con algûn 
estimulo.
MEMORIA IMPLÎCITA: no depende de la consciencia ni del procesamiento cognitive 
para que los hechos sean adquiridos o recordados (Graf y Schacter, 1985). 
Normalmente se establece de forma progresiva tras la repeticiôn de sus elementos.
a  En funciôn de la duraciôn de la informaciôn almacenada:
MEMORIA A CORTO PLAZO: La entrada de informaciôn procédante de nuestros 
sentidos es procesada por el cerebro en fracciones de segundo, y si se estima que 
no es lo suficientemente importante, tanto consciente como inconscientemente, esta 
entrada es almacenada en forma de memoria a corto plazo. Dentro de este tipo de 
memoria puede encontrarse la memoria de trabajo, que puede durar de segundos a 
minutes y nos permite realizar una tarea cognitiva compleja utilizando varias 
herramientas cerebrales distintas al mismo tiempo.
MEMORIA A LARGO PLAZO: permiten el recuerdo de hechos y eventos especificos, 
el reconocimiento de otros sujetos y el uso de herramientas cognitivas necesarias 
para la ejecuciôn de diverses tareas, la cuales son retenidas por largos périodes de 
tiempo, y mas si son recordados periôdicamente.
Una cuestiôn que ha side debatida durante mucho tiempo es si la memoria a corto
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plazo y la memoria de trabajo son simplemente fases de la memoria a largo plazo o son 
tipos de memoria independiente. Se ha visto que no todas las memorias a corto plazo se 
llegan a consolidar como memorias a largo plazo (Robertson, 2002). La consolidaciôn de 
la memoria es un proceso que ha estudiado en diverses especies (Alloway y Routtenberg, 
1967;Sandi y Rose, 1994b) y depende de la sintesis de nuevas protemas, viéndose 
afectada tanto por el tratamiento con diferentes fârmacos (Izquierdo y McGaugh, 2000;Del 
Olmo y cols, 2007), como por inhibidores de la sintesis proteica (Goelet y cols, 1986). Pero 
el cerebro no almacena memorias complétas, sino partes de la informaciôn que, 
posteriormente, pueden ser usadas para crear los recuerdos. Diferentes regiones 
cerebrales participan en la codificaciôn, almacenamiento y recuerdo de las experiencias 
particulares, eventos, hechos y herramientas mnemônicas. El estudio en animales de 
investigaciôn de la actividad de neuronas aisladas o grupos de neuronas durante las 
diferentes fases del aprendizaje y la memoria ha permitido définir distintos patrones de 
actividad cerebral que cambian en cada momento cuando el cerebro reacciona a los 
estimulos y ejecuta las respuestas aprendidas. Hoy en dia, técnicas como la resonancia 
magnética funcional (RMf) y la tomografla por emisiôn de positrones (TEP) permiten 
estudiar tanto la actividad metabôlica, como el flujo sangulneo cerebral durante el 
desarrollo de pruebas de aprendizaje y memoria (Robertson, 2002).
Aquellas experiencias que llevan consigo una determinada carga emocional son, 
por lo general, mejor recordadas que las consideradas neutras (McGaugh y cols, 1975). 
Las hormonas adrenales liberadas durantes el estrés y situaciones emocionales, los 
glucocorticoides y la adrenalina, juegan un papel critico tanto en la importancia que se va a 
atribuir a dicha situaciôn, como en la fuerza con la que se va a almacenar la informaciôn. 
Es mâs, tanto la administraciôn de dichos ligandos de forma exôgena, como el tratamiento 
con drogas que actùan sobre estos sistemas, pueden modular las memorias emocionales 
(Sandi y Rose, 1994b;Lupien y McEwen, 1997).
Los numerosos resultados obtenidos en este area permiten pensar que el control 
de los procesos de aprendizaje y memoria estân sujetos al funcionamiento de diferentes 
sistemas neurales (Packard y Knowiton, 2002;Gold, 2003). Si bien esta ampliamente
documentado que las lesiones hipocampales afectan a distintas pruebas de aprendizaje y 
memoria (McDonald y White, 1995;Ferbinteanu y McDonald, 2001).
4.1. Plasticidad sindptica, aprendizaje y memoria
Durante el aprendizaje tienen lugar cambios fisiolôgicos réversibles en la 
transmisiôn sinâptica en el sistema nervioso central, y dichos cambios deben ser 
estabilizados o consolidados para que dicha memoria persista en el tiempo (McGaugh, 
2002).
Fueron Ramôn y Cajal (Ramôn y Cajal, 1894) y Sherrington (Sherrington, 1906) los 
primeros cientîficos en aportar una hipôtesis acerca de la formaciôn y mantenimiento de la 
memoria, indicando que el aprendizaje posiblemente alteraba las conexiones entre 
neuronas. Basàndose en estas primeras hipôtesis, el psicobiôlogo canadiense Donald 
Hebb propuso, en 1949, la hipôtesis de que la memoria debla estar asentada en cambios 
estructurales permanentes del cerebro que estarîan basados, a su vez, en modificaciones 
en la efectividad de las sinapsis existantes (Hebb, 1949). Segùn Hebb, estos cambios se 
producirian gracias a la activaciôn repetida de una sinapsis y a un fortalecimiento de la 
relaciôn entre las neuronas pre y postsinâpticas, lo cual aumentaria la eficacia de la 
comunicaciôn entre ambas. Hoy en dia, se acepta el concepto de plasticidad neural, que 
hace referenda a las propiedades plâsticas de las neuronas por las que tienen la 
capacidad de modificar su estructura o naturaleza quimica en respuesta a diferentes 
condiciones vitales, y que se postula que sustentan los procesos de aprendizaje y memoria. 
Los cambios temporales y réversibles estarîan relacionados con la memoria a corto plazo, 
mientras que los cambios duraderos y astables se referirlan a la memoria a largo plazo, y 
requieren expresiôn génica y la sintesis de nuevas proteinas (Kandel, 2001).
Se han propuesto distintos mecanismos moleculares que subyacerian a dicha 
plasticidad neural siendo los mas importantes:
1. LTP (potenciaciôn de larga duraciôn, del inglés long term potentiation)\ consiste en el 
aumento de la eficacia sinâptica como consecuencia de una estimulaciôn breve, pero 
de alta frecuencia. Aunque primero se describiô en el hipocampo (Bliss y Lomo, 1973),
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area en la que este fenômeno ha sido estudiado en mayor profundidad, posteriormente 
se ha descrito también en otras areas cerebrales, como la amigdala (Clugnet y LeDoux, 
1990) y la corteza prefrontal (Clugnet y LeDoux, 1990;Hirsch y Crepel, 1990) entre 
otras. La gran cantidad de glutamato liberado por parte de la neurona presinâptica 
provoca cambios en la sinapsis que comienzan con un gran aumento de la 
concentraciôn de calcio en el terminal postsinâptico. Estos cambios afectan tanto a la 
neurona presinâptica (debido a la liberaciôn de neurotransmisores rétrogrades, como 
el ôxido nitrico y el monoxide de carbone), como a la neurona postsinâptica, en la que 
aumenta la capacidad de respuesta de los receptores glutamatérgicos, el numéro de 
los mismos en la sinapsis etc., mediante mecanismos moleculares complejos. Todo 
este se resume en un aumento de la eficacia de dicha sinapsis e incluse en la 
formaciôn de otras nuevas (Bliss y Lomo, 1973;Chen y Tonegawa, 1997).
2. LTD (depresiôn de larga duraciôn, del inglés long term depression): es una forma de 
plasticidad sinâptica caracterizada por un descenso en la eficacia de la sinapsis y que 
estâ provocada por una estimulaciôn de baja intensidad. En ella participan los mismos 
elementos moleculares que en la LTP pero, en este caso, dan lugar a aumento leve de 
la concentraciôn de calcio en el interior del terminal postsinâptico que va a 
desencadenar los eventos contrarios (Ito, 1989).
La mayoria de las sinapsis excitatorias en el cerebro contienen, como elementos 
morfolôgicos, las denominadas espinas dendriticas (Nimchinsky y cols, 2002). Se trata 
de perturbaciones especializadas en las dendritas que contienen receptores, canales y 
moléculas sehal que unen la actividad sinâptica con la bioquîmica postsinâptica (Sheng y 
Kim, 2002). Asi, las espinas actùan como compartimentos cerrados que permiten cambios 
râpidos en la concentraciôn de las moléculas sehal, como el calcio, y asi hacen posible 
una respuesta eficiente ante la llegada de un nuevo estimulo. La modulaciôn en el numéro 
y/o la morfologia de las espinas dendriticas se ha propuesto que contribuye a las 
alteraciones que se producen en la transmisiôn sinâptica durante el aprendizaje 
(Nimchinsky y cols, 2002). La formaciôn de nuevos contactes sinâpticos es un proceso
dinàmico que conlleva alteraciones morfolôgicas, asi como la modulaciôn de la adhesiôn 
entre las neuronas pre y postsinâptica (Benson y cols, 2000). Dichos procesos requieren 
de la actividad coordinada entre moléculas que regulan la reorganizaciôn del citoesqueleto 
celular y la morfologia, asi como entre aquellas que controlan la adhesiôn entre las 
membranas neuronales. De esta forma, las moléculas de adhesiôn celular no sôlo estarian 
contribuyendo a la estabilizaciôn de la conectividad entre neuronas, sino que también 
jugarian un papel primordial en la formaciôn y estabilizaciôn de la LTP, procesos que se 
plantean como la base de la consolidaciôn de la memoria (Lamprecht y LeDoux, 2004).
4.2. Implicacion de la adrenalina en el aprendizaje y la memoria
La adrenalina es una de las hormonas moduladoras de la memoria mâs 
importantes. Las pruebas de su capacidad para mejorar la memoria se han obtenido no 
sôlo de experimentos con roedores sino también con humanos y en un amplio abanico de 
pruebas. Algunas pruebas utilizadas con roedores han sido la evitaciôn pasiva (Sternberg 
y cols, 1985;lntroini-Collison y McGaugh, 1986), la evitaciôn activa (Torras-Garcia y cols, 
1998) y la alternancia espontânea (Talley y cols, 2000); y en humanos se ha visto que la 
adrenalina incrementa la memoria de trabajo visual (Cahill y Alkire, 2003).
La adrenalina no atraviesa la barrera hematoencefâlica (BHE), pero modula la 
consolidaciôn de la memoria activando los receptores p-adrenérgicos periféricos 
localizados en las proyecciones del nervio vago que llegan hasta el nùcleo del tracto 
solitario (NTS) en el tallo cerebral (Axelrod, 1959;Hassert y cols, 2004).
La activaciôn de la amigdala es critica en la modulaciôn que la adrenalina ejerce 
sobre la consolidaciôn de la memoria. Se ha comprobado que la infusiôn de antagonistes 
p-adrenérgicos en la amigdala tras un entrenamiento bloquea los efectos potenciadores de 
la adrenalina, mientras que la utilizaciôn de agonistas incrementa la memoria en una 
prueba de evitaciôn inhibitoria (Liang y cols, 1986). En concreto, es el NBLA el objetivo 
principal de la adrenalina. Los efectos moduladores de la memoria de las drogas que 
actùan sobre este sistema podrian deberse a su acciôn sobre otros sistemas, como el 
GABAérgico y el sistema opioide endôgeno (McGaugh, 1966), asI como a la acciôn sobre
IntroquGcion
la liberaciôn de NA dentro de la amigdala (Hatfield y cols, 1999).
IMPLICACION DE LA 6LUC05A EN LA MEMORIA
Una de las acciones de la adrenalina es incrementar los niveles de glucosa en 
sangre, la cual puede atravesar la BHE y regular la memoria. Tanto la administraciôn 
periférica de adrenalina como de glucosa incrementan el aprendizaje y la memoria en ratas 
y ratones: pruebas de condicionamiento opérante (Messier y Destrade, 1988;Benton y 
Nabb, 2003), pruebas de reconocimiento de objetos y de discriminaciôn visual (Messier, 
1997;Hughes, 2003), prueba de alternancia espontânea (Ragozzino y cols, 
1996;Ragozzino y cols, 1998;Talley y cols, 2000); asi como en humanos en pruebas de 
memoria verbales bâsicas (Korol, 2002;Benton y Nabb, 2003;Messier, 2004;Watson y Craft, 
2004). También la administraciôn directa de glucosa en el cerebro incrementa el 
aprendizaje y la memoria (McNay y Gold, 2002). Se ha comprobado que la adrenalina no 
es capaz de favorecer la memoria si se bloquea el incremento de glucosa en sangre tanto 
en un protocole de alternancia espontânea como de evitaciôn pasiva (Gold y cols, 
1986;Talley y cols, 2000). Todos estos hallazgos parecen indicar que el incremento del 
nivel de glucosa circulante tras la liberaciôn de adrenalina, media, al menos en parte, los 
efectos de la propia adrenalina sobre el aprendizaje y la memoria. Los niveles de glucosa 
extracelular en el hipocampo son sensibles a la ejecuciôn de pruebas conductuales, como 
la alternancia espontânea, asi como a la inyecciôn sistémica de glucosa a dosis que 
incrementan el aprendizaje (McNay y cols, 2000)
Alguno de los mecanismos moleculares implicados en la acciôn de la glucosa 
sobre el aprendizaje y la memoria son: su acciôn bloqueante de los canales de potasio- 
ATP (Stefani y cols, 1999;Rashidy-Pour, 2001) y la liberaciôn de acetilcolina en el cerebro 
durante las tareas de aprendizaje y memoria (Ragozzino y cols, 1996) de forma selectiva 
en âreas que participan en la tarea que se estâ realizando (Gold, 2004).
4.3. Implicacion de los glucocorticoides en el aprendizaje y la 
memoria
Existen numerosos experimentos realizados tanto con animales como con 
humanos, en los que se pone de manifiesto el papel fundamental de las catecolaminas y 
los glucocorticoides secretados durante una situaciôn estresante sobre el aprendizaje y la 
memoria (McGaugh y cols, 1996;Lupien y McEwen, 1997;de KIoet y cols, 
1999;Roozendaal, 2000;Sandi, 2003).
a Implicacion de los glucocorticoides en la consolidaciôn de la memoria
El efecto facilitador de los glucocorticoides sobre la memoria sigue un patrôn de 
dosis-respuesta en forma de U invertida, es decir, dosis moderadas favorecen la 
consolidaciôn de la memoria mientras que dosis altas no tienen efecto o incluso pueden 
ser perjudiciales. Se ha podido comprobar este fenômeno utilizando diversos paradigmas 
de aprendizaje, como con la prueba de evitaciôn pasiva (Sandi y Rose, 1997;Roozendaal y 
cols, 1999), la prueba de condicionamiento del miedo (Pugh y cols, 1997;Hui y cols, 2004) 
y el aprendizaje y memoria espacial en el laberinto acuético (Sandi y cols, 1997). Este 
efecto facilitador se produce en una ventana de tiempo limitada tras el entrenamiento de 
forma que, si se administran horas mâs tarde del mismo, son ineficaces (Flood y cols, 
1978;Sandi y Rose, 1994a). Pero también es posible alterar los procesos de memoria de 
forma negativa mediante la exposiciôn a los sujetos de un estrés severo o bien mediante la 
administraciôn de glucocorticoides antes de una prueba de retenciôn (de Quervain y cols, 
1998;de Quervain y cols, 2000).
La elevada densidad de los receptores de glucocorticoides en el hipocampo lo situa 
como estructura principalmente involucrada en mediar la influencia de los glucocorticoides 
en la consolidaciôn de la memoria (Lupien y McEwen, 1997) y los procesos de plasticidad 
neural (Foy y cols, 1987;Diamond y cols, 1992;Korz y Frey, 2003). Esta idea se ha 
constatado por experimentos en los que se ha visto que la administraciôn post- 
entrenamiento del agonista de GRs RU2862 en el hipocampo dorsal favorece la retenciôn 
en la prueba de evitaciôn inhibitoria, mientras que la infusiôn antes del entrenamiento del 
antagoniste RU38486 dificulta el aprendizaje en el laberinto acuâtico de Morris
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(Roozendaal y McGaugh, 1997). También se ha comprobado que los animales 
adrenalectomizados presentan dificultades para consolidar memorias asociadas a 
situaciones emocionales (Borrell y cols, 1983;Oitzl y de KIoet, 1992;Roozendaal y cols, 
1996), lo cual puede revertirse administrando dexametasona, un corticoïde sintético 
(Roozendaal y cols, 1996). Ademâs, se puede favorecer la consolidaciôn de las nuevas 
memorias adquiridas mediante el tratamiento con glucocorticoides tras el entrenamiento 
(Borrell y cols, 1983;Oitzl y de KIoet, 1992;Sandi y Rose, 1994b;Sandi y cols, 
1997;Cordero y Sandi, 1998;Buchanan y Lovallo, 2001).
Tanto los efectos potenciadores como deletéreos de los glucocorticoides sobre el 
aprendizaje y la memoria se deben a su acciôn sobre los receptores de glucocorticoides, 
principalmente sobre los de tipo II o GR (Sandi y Rose, 1994a;Conrad y cols, 1999b), ya 
que la administraciôn de un antagoniste de dicho subtipo antes o después del 
entrenamiento en el laberinto acuâtico produce un déficit en la prueba de memoria a las 24 
horas (Oitzl y de KIoet, 1992). Mâs aûn, se ha observado que los ratones con una 
mutaciôn en el gen para GR que altera la uniôn de GR ai ADN muestran alteraciones en la 
consolidaciôn de la memoria espacial (Oitzl y cols, 2001). Ademâs, la administraciôn de un 
antagoniste de los GR, pero no de los MR, antes del entrenamiento del condicionamiento 
del miedo al contexto, el cual depende de la funciôn hipocampal, induce una disminuciôn 
en el tiempo de inmovilizaciôn durante la prueba de memoria (Cordero y Sandi, 1998). 
Aunque los receptores tipo MR también participan en el aprendizaje, éstos parecen estar 
mâs implicados en los patrones de büsqueda de los animales, asi como en la reactividad 
emocional ante situaciones novedosas (Oitzl y cols, 19&4;Sandi y Rose, 1994a). Berger y 
colaboradores (Berger y cols, 2006), utilizando un modelo murino, vieron que al inactivar 
los receptores de tipo MR se alteraba el aprendizaje espacial evaluado en el LAM sin 
afectar a la ansiedad de los animales.
Dentro las diferentes estructuras que participan en la consolidaciôn de la memoria, 
la amigdala es otro componente esencial ya que media tanto los efectos de los 
glucocorticoides como de la adrenalina sobre este proceso (McGaugh, 2000;McGaugh, 
2004). El nùcleo basolateral de la amigdala (NBLA) parece modular la consolidaciôn de la
memoria mediada por el hipocampo. De hecho se ha visto que las lesiones en el NBLA 
bloquean la LTP en el giro dentado (GD) del hipocampo, y que, al contrario, la estimulaciôn 
del NBLA incrementa la LTP en el mismo ârea (Ikegaya y cols, 1994;lkegaya y cols, 
1995;lkegaya y cols, 1997;Escobar y cols, 1998;Akirav y Richter-Levin, 1999;Frey y cols, 
2001;Akirav y Richter-Levin, 2002;Nakao y cols, 2004). Los efectos potenciadores de los 
glucocorticoides sobre la consolidaciôn de la memoria dependen a su vez del sistema 
noradrenérgico amigdalino. Utilizando la prueba de evitaciôn inhibitoria, diversos 
experimentos han demostrado que la actividad noradrenérgica dentro del NBLA estâ 
relacionada con la fuerza de la consolidaciôn de la memoria (Ferry y cols, 1999;Hatfield y 
McGaugh, 1999). Ademâs, es la amigdala la estructura que parece jugar un papel mayor 
cuando la situaciôn conlleva un alto nivel de estrés (LeDoux, 1992;Cahill y McGaugh, 
1998). En un estudio realizado con agua fria (situaciôn estresante) y caliente (situaciôn no 
estresante) en el LAM, se comprobô que en agua fria las ratas que aprendian 
correctamente tenian activado tanto del hipocampo como la amigdala; sin embargo, los 
animales que no realizaron correctamente la prueba asi como aquellos que nadaron en 
agua caliente ûnicamente mostraron tener active el hipocampo (Akirav y cols, 2001).
# Implicacion de los glucocorticoides en la recuperaciôn de los recuerdos
Los glucocorticoides, asi como la exposiciôn a situaciones estresantes tras el 
aprendizaje de una tarea, impiden la retenciôn de la misma cuando se évalua 30 o 60 
minutes después (Diamond y cols, 1999;Okuda y cols, 2004), cuando la traza de memoria 
no se ha consolidado aûn en forma de memoria a largo plazo. Si se administran 
inmediatamente antes de la prueba de memoria (24 horas después del entrenamiento) se 
produce una alteraciôn temporal de la ejecuciôn de la misma (de Quervain y cols, 
1998;Roozendaal, 2003;Roozendaal y cols, 2004). Sin embargo, no se observa el mismo 
efecto cuando la prueba de memoria se realiza inmediatamente después del 
entrenamiento, lo que indica que los glucocorticoides estarîan alterando principalmente el 
recuerdo de las memorias a largo plazo ya consolidadas, de manera similar a lo que se ha 
comprobado en humanos (de Quervain y cols, 2000;Roozendaal y cols, 2006).
Datos recientes, obtenidos mediante TEP en humanos, indican que la
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administraciôn de cortisona una hora antes de la prueba de retenciôn reduce el flujo 
sanguineo en el giro parahipocampal, lo que correlaciona con la alteraciôn en el recuerdo 
en pruebas de memoria episôdica (de Quervain y cols, 2003b).
m Implicacion de los glucocorticoides en la memoria de trabajo
Tanto la administraciôn de glucocorticoides, como la exposiciôn a situaciones 
estresantes bloquea profundamente la memoria de trabajo (Arnsten y Goldman-Rakic, 
1998) en la que estâ implicada la integridad de la CPFm (Fuster, 1991). Un nivel de estrés 
moderado altera la ejecuciôn de la prueba de alternancia demorada en roedores, la cual se 
utiliza para evaluar este tipo de memoria (Murphy y cols, 1996a). Esta prueba también se 
ve perjudicada tras la inyecciôn sistémica de corticosterona o la administraciôn en la 
CPFm del agonista de GR RU28362 (Roozendaal y cols, 2004). En humanos ocurre lo 
mismo, la administraciôn de cortisol dificulta la memoria de trabajo (Lupien y cols, 
1999;Young y cols, 1999). Al parecer, esta acciôn de los glucocorticoides se lleva a cabo 
gracias a su efecto activante de la neurotransmisiôn noradrenérgica durante situaciones de 
alerta o con cierto contenido emocional (Roozendaal y cols, 2004).
Por otro lado, son numerosos los datos que evidencian el efecto negativo del 
estrés crônico o niveles elevados y continuados de glucocorticoides sobre el aprendizaje y 
la memoria (Newcomer y cols, 1994;Bodnoff y cols, 1995;Conrad y cols, 1996;Park y cols, 
2001;Venero y cols, 2002). Es mâs, se ha visto que dichas alteraciones pueden tener 
efectos deletéreos sobre el cerebro y sobre la conducta mucho tiempo después (Sandi y 
Touyarot, 2006). Se ha postulado que el daho cognitive producido por el estrés crônico 
podria basarse en cambios neuronales, taies como la atrofia de las dendritas apicales de 
las células piramidales de la regiones GAI y CA3 del hipocampo (McEwen y Magarinos, 
1997;Stewart y cols, 2005), aumento en la tasa de muerte en el hipocampo (Sapolsky y 
cols, 1986;Sapolsky, 1990;McEwen y Magarinos, 1997; Stewart y cols, 2005) y una 
reducciôn de la neurogénesis en el GD del hipocampo (Gould y cols, 1998;Czeh y cols, 
2001). Estas anomalias estructurales no son especificas del hipocampo y algunas de ellas
pueden producirse en otras âreas cerebrales, como la CPF (Wellman, 2001;Cook y 
Wellman, 2004).
4.4. Implicacion de NCAM en el aprendizaje y la memoria
La participaciôn de NCAM en procesos de sinaptogénesis y plasticidad sinâptica, 
asi como la modulaciôn de su expresiôn in vivo tras la ejecuciôn de tareas de aprendizaje, 
hacen de ella una buena candidata para participar en la consolidaciôn de la informaciôn 
aprendida (Fields y Itoh, 1996).
La mayoria de los estudios se han centrado en la expresiôn de NCAM en el 
hipocampo, debido a que esta estructura se encuentra relacionada con muchas de las 
pruebas de aprendizaje realizadas con roedores (Ambrogi Lorenzini y cols, 1999). Ademâs, 
el hipocampo es una de las pocas regiones cerebrales en las que hay neurogénesis en el 
adulto y en donde la expresiôn de PSA-NCAM permanece elevada tras el desarrollo, 
fundamentalmente en el giro dentado (Seki y Arai, 1991).
Ahos de estudio utilizando estrategias farmacolôgicas y de modificaciôn genética 
han revelado que la implicaciôn de las NCAMs y del grado de polisializaciôn de las mismas 
en el aprendizaje y la memoria son dependientes de una ventana de tiempo especifica. 
Los primeros experimentos demostraron que la administraciôn intracerebroventricular de 
anticuerpos trente a NCAM tras el entrenamiento en el paradigma de evitaciôn pasiva 
bloqueaba el aprendizaje siempre y cuando se hiciera entre 4 y 8 después, pero no 
inmediatamente (Doyle y cols, 1992b). Posteriormente, estos datos se confirmaron 
mediante la utilizaciôn del péptido sintético C3, capaz de unirse a la regiôn Ig-I de NCAM 
e impedir su interacciôn, (Foley y cols, 2000;Cambon y cols, 2003) y anticuerpos trente a 
NCAM utilizando diferentes pruebas de aprendizaje y memoria (Roullet y cols, 
1997;Cambon y cols, 2003). Las hipôtesis que se han extraido de dichos resultados son 
que la primera fase de consolidaciôn de la memoria inmediatamente tras el entrenamiento 
es independiente de NCAM (Scholey y cols, 1993), aunque si implica la participaciôn de 
otras moléculas de la familia de las inmunoglobulinas como es L1 (Scholey y cols, 1995). 
Entre las 4 y las 8 horas tras el aprendizaje de una tarea, NCAM parece participar en los
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procesos de remodelaciôn sinâptica en los que se asientan las bases de la memoria, ya 
sea modificando su adherencia o siendo sintetizada de nuevo para estabilizar las nuevas 
sinapsis formadas (Dityatev y cols, 2000).
La exposiciôn a situaciones de estrés prolongado no sôlo altera las capacidades de 
aprendizaje y memoria, sino que afecta a la expresiôn de NCAM en el hipocampo (Sandi y 
cols, 2001;Venero y cols, 2002;Sandi, 2004), alterando principalmente los niveles de la 
isoforma de 140 KDa (Touyarot y Sandi, 2002;Touyarot y cols, 2004).
Por otro lado, la expresiôn de PSA-NCAM en el hipocampo, corteza entorrinal y 
piriforme aumenta entre 10 y 12 horas tras el entrenamiento en diferentes pruebas:
Evitaciôn pasiva (Doyle y cols, 1992b;Doyle y Regan, 1993;Fox y cols, 
1995;Foley y cols, 2003).
Laberinto acuâtico (Murphy y cols, 1996b;Murphy y Regan, 1999;Foley y cols, 
2003;Sandi, 2004;Van der Borght y cols, 2005;Venero y cols, 2006). 
Discriminaciôn de olores (Foley y cols, 2003;Knafo y cols, 2005). 
Condicionamiento de miedo al contexto (Sandi y cols, 2003c;Lopez-Fernandez 
y cols, 2007).
La administraciôn de la enzima endoneurominidasa (endoN), que évita la 
polisializaciôn de NCAM, altera la memoria dependiente de hipocampo en el laberinto 
acuâtico de Morris (Becker y cols, 1996;Venero y cols, 2006). Puesto que un aumento de 
PSA-NCAM podria reducir la adhesiôn celular y estimular el crecimiento de neuritas, se 
postula que la polisializaciôn de NCAM estarîa favoreciendo la remodelaciôn de las 
conexiones neuronales durante el establecimiento de las memorias a largo plazo (Regan y 
Fox, 1995).
Sin embargo, este fenômeno de polisializaciôn asociado al aprendizaje parece ser 
a largo plazo, puesto que los niveles de PSA-NCAM permanecen elevados incluso 24 
horas después del mismo (Doyle y cols, 1992a;Doyle y Regan, 1993;Regan y Fox, 
1995;Fox y cols, 2000;Knafo y cols, 2005;Venero y cols, 2006). De hecho, en roedores, el 
tratamiento con anticuerpos trente a NCAM no altera la memoria hasta 48 después del 
aprendizaje (Doyle y cols, 1992a;Alexinsky y cols, 1997). En particular, el entrenamiento
en una gran variedad de pruebas de aprendizaje, incluido el laberinto acuâtico de Morris 
induce incrementos transitorios al cabo de 10-12h, en la frecuencia de neuronas que 
expresan NCAM-PSA en el limite infragranular del giro dentado (Sandi y cols, 2003b). Es 
mâs, la eliminaciôn del PSA con EndoN dificulta la potenciaciôn sinâptica inducida por 
actividad y por la memoria espacial (Becker y cols, 1996). De hecho, que la modulaciôn de 
PSA se produzca varias horas después del aprendizaje parece estar relacionado con la 
consolidaciôn de la memoria a largo plazo (Murphy y Regan, 1998).
Un reciente estudio de Markram y colaboradores (Markram y cols, 2007b), ha 
encontrado que los ratones déficientes para PSA-NCAM presentan alterado su aprendizaje 
espacial en el laberinto acuâtico, mientras que la memoria no se ve afectada. Tampoco 
mostraron tener déficits en el aprendizaje y memoria en el condicionamiento del miedo al 
tono, lo que parece indicar que el PSA-NCAM no participa en los procesos sinâpticos 
dependientes de la amigdala.
Estudios in vitro, utilizando rodajas de hipocampo, han demostrado que usando 
anticuerpos frente a NCAM se inhibe la LTP en la regiôn CA1 del hipocampo a los pocos 
segundos de la estimulaciôn de alta frecuencia que genera la LTP (Ronn y cols, 1995), 
indicando la posibilidad de que NCAM esté actuando durante, o inmediatamente después, 
de la fase de inducciôn de este fenômeno. Esta acciôn séria dependiente de la presencia 
de PSA, ya que la eliminaciôn del mismo con endo-N también inhibe la inducciôn de la LTP 
(Becker y cols, 1996). Ademâs, se ha comprobado que los niveles de NCAM extracelular 
aumentan de dos a très horas después de la LTP, probablemente como consecuencia del 
incremento de la actividad proteolitica (Fazeli y cols, 1994). También se han observado 
cambios en la localizaciôn de NCAM en la membrana post-sinâptica del GD en ratas 
adultas como consecuencia de la LTP (Fux y cols, 2003). Finalmente, en ratones mutantes 
que carecen del gen que codifica para NCAM no se puede inducir LTP ni en CA1 (Muller y 
cols, 1996;Muller y cols, 2000) ni en CA3 (Cremer y cols, 1998) hipocampal.
A. A
int!'oc|uccion
4.5. Pruebas de aprendizaje y memoria
4.5.1. Laberinto ocudtico de Morris
Posiblemente la prueba de aprendizaje espacial mâs utilizada con roedores de 
laboratorio es el laberinto acuâtico de Morris (LAM), desarrollado por Richard Morris para 
ratas y adaptado posteriormente para ratones (Morris y cols, 1982). En esta prueba, el 
animal es colocado en un tanque con agua cuya unica escapatoria es una plataforma 
escondida justo debajo de la superficie de agua y siempre en el mismo punto en relaciôn 
con la habitaciôn y las claves que aparecen en las paredes de la misma. Por tanto, los 
sujetos deben aprender la localizaciôn espacial de la plataforma sumergida a partir del 
‘mapa espacial’ de la habitaciôn en donde son entrenadas que se forma en su cerebro. 
Existen evidencias de que la realizaciôn de este paradigma varia en funciôn de la especie 
y la cepa utilizadas (D'Hooge y De Deyn, 2001), asi como la edad (Frick y cols, 2000), el 
sexo (Frick y cols, 2000;Beiko y cols, 2004), el estrés (Perrot-Sinal y cols, 1996) y las 
variaciones en el procedimiento (Brandeis y cols, 1989). Los animales pueden utilizer 
diferentes estrategias para alcanzar la plataforma de escape durante una sesiôn de 
entrenamiento (Brandeis y cols, 1989). En la prueba de retenciôn, la precisiôn espacial del 
animal se représenta normalmente como el tiempo que pasa buscando la plataforma en el 
cuadrante en la que se encontraba durante las sesiones de aprendizaje (cuadrante diana) 
0 el numéro de veces que atraviesa el ârea donde ésta habia estado localizada (D'Hooge y 
De Deyn, 2001). Numerosos estudios han examinado a fondo el papel de algunas âreas 
cerebrales especificas en el aprendizaje en el laberinto de agua de Morris. Se han 
encontrado déficits en la realizaciôn de esta prueba en animales que tenian dahado el 
hipocampo, el estriado, el cerebelo y algunas âreas neocorticales. Lo que parece estar 
claro es que la integridad de la formaciôn hipocampal es esencial para un buen 
aprendizaje espacial. Asi, el laberinto acuâtico de Morris es un instrumente con una 
especial sensibilidad a los efectos de las lesiones en el hipocampo en rata (Morris, 1984) 
que ven dificultado su aprendizaje en esta prueba cuando la plataforma se encuentra 
escondida, pero no cuando es visible (D'Hooge y De Deyn, 2001).
4.5.2. Condicionamiento del miedo
Para el estudio exhaustivo de los procesos anatômicos y moleculares del miedo y 
de la ansiedad, la mayoria de las investigaciones se han llevado a cabo utilizando el 
paradigma del condicionamiento clàsico o Pavloviano. En esta prueba, los sujetos deben 
aprender ràpidamente a asociar un estimulo a priori neutro (estimulo condicionado, EC), 
como puede ser un tono, una luz, un olor o incluso un contexto, con un estimulo aversivo 
(estimulo incondicionado, El) que suele ser una descarga eléctrica. Este proceso créa una 
memoria a largo plazo, de manera que la reexposiciôn al EC induce respuestas de miedo 
condicionadas, que incluyen respuestas autônomas (taquicardia, hipertensiôn, 
hipoalgesia), endocrinas, asI como conductas defensivas especificas de la especie 
(inmovilizaciôn, valoraciôn del riesgo, vuelo) (LeDoux, 2000). Esta prueba se puede utilizer 
con diverses especies, incluidos sujetos humanos. Tiene la ventaja de que es un 
paradigma râpido, fuerte, fâcilmente evaluable y que permite un control preciso de los 
parâmetros utilizados para moduler la fuerza con que se establece la memoria (Stoppel y 
cols, 2006) Tanto los sistemas de neuromoduladores, como las hormonas de estrés, estân 
fuertemente implicadas en la modulaciôn de la fuerza con la que se consolida la memoria 
de miedo (McGaugh y Roozendaal, 2002;Sandi, 2004;McGaugh, 2004;Pezze y Feldon, 
2004).
Existen muchos datos que implican a la amigdala en la modulaciôn de este 
condicionamiento. Dentro de la amigdala, encontramos los siguientes nûcleos implicados 
con dicha regulaciôn (Hilton, 1969;Kaada y cols, 1971;Kapp y cols, 1978;LeDoux, 
1992;Davis, 1992a;Sanders y Shekhar, 1995;Adolphs, 2002;Davis y Myers, 2002):
$ Nùcleo central de la amigdala (NCeA): este nùcleo parece ser el sitio principal 
eferente de la amigdala en las respuestas de condicionamiento del miedo 
(Kapp y cols, 1994;LeDoux, 1998).
# Nùcleo basolateral de la amigdala (NBLA): la interrupciôn de la funciôn del 
NBLA inhibe tanto la adquisiciôn del condicionamiento de miedo/respuestas 
afectivas negativas, como la recuperaciôn de la informaciôn necesaria para la 
expresiôn de las emociones. De hecho, se ha propuesto que el NBLA actùa
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como centro integrador y de relevo de la informaciôn sensorial y mnemônica 
necesaria para las respuestas de ansiedad (Campeau y Davis, 1995).
El tâlamo y la corteza cerebral proyectan hacia la amigdala, donde la informaciôn 
es procesada en un complejo circuito amigdalino y enviada a la SGPA, tronco cerebral e 
hipotâlamo, a través de los cuales se genera la respuesta fisiolôgica (LeDoux, 1998;Davis, 
1998;Carrasco y Van de Kar, 2003). A pesar de que el papel de la amigdala en el control 
de la conducta relacionada con la expresiôn de la ansiedad y el miedo estâ bien 
documentada, existen algunos comportamientos de tipo aversivo que parecen ser 
independientes de la amigdala, como por ejemplo, la adaptaciôn de la respuesta del eje 
HHA al estrés crônico (Carter y cols, 2004). Tanto el NBLA como el NLA se consideran el 
punto de conexiôn entre la informaciôn sensorial con distinto grado de procesamiento que 
llega desde el tâlamo y las regiones corticales (Li y cols, 1996;Quirk y cols, 1997) y la 
informaciôn afectiva y nociceptiva (Shi y Davis, 1999). De hecho, se ha encontrado una 
potenciaciôn de la actividad neural en el NLA de ratas condicionadas tanto in vivo como in 
vitro (McKernan y Shinnick-Gallagher, 1997). Ademâs, se ha sugerido que hay 
proyecciones alternatives desde el tâlamo hasta el NCeA (Paré y Gaudreau, 1996;Samson 
y Pare, 2005).
Sin embargo, se sabe que en el condicionamiento del miedo participan 
asociaciones espaciales (condicionamiento del miedo al contexto, CMC) o temporales 
(condicionamiento de traza, CMT) complejas, que requieren de la participaciôn del 
hipocampo (Phillips y LeDoux, 1994;Anagnostaras y cols, 2001 ;Ahi y cols, 2004;Misane y 
cols, 2005). Esta conexiôn entre el hipocampo y la amigdala es, en parte, directe y 
reciproca (Pitkanen y cols, 2000). De hecho, el grado de sensibilizaciôn emocional implica 
diferentes grades de interacciôn amfgdalo -  hipocampal (Rudy y Pugh, 1996;Seidenbecher 
y cols, 2003).
4.5.3. Prueba de reconocimiento de objetos
De forma natural, los roedores tienden a aproximarse y explorar los objetos
mostrando una preferencia innata por aquellos novedosos frente a los que les son 
familiares. La forma de investigarlos es tocando y oliendo los objetos, apoyândose sobre 
ellos e intentando manipularlos con las patas (Aggleton y cols, 1995). Esta conducta puede 
ser fâcilmente registrada y cuantificada, y es una aproximaciôn experimental sencilla para 
el estudio de la memoria de reconocimiento asi como de la memoria episôdica en roedores. 
Una gran ventaja sobre otras pruebas es que no requiere un aprendizaje espacial, 
deprivaciôn de agua o comida o la aplicaciôn de un estimulo reforzante (Dere y cols, 2007). 
De esta forma, no son necesarios elevados niveles de alerta ni induce estrés en el animal, 
por lo que se considéra que estâ mâs prôxima a las condiciones bajo las que se évalua la 
memoria de reconocimiento en humanos (Ennaceur y Delacour, 1988).
Durante el entrenamiento las ratas se familiarizan con dos objetos idénticos 
situados en una arena a la que han sido previamente habituados. Tras un intervalo de 
tiempo variable, las ratas vuelven a la caja en donde se encuentran uno de los objetos ya 
conocidos y uno nuevo. En condiciones normales, los animales tienden a explorar mâs 
tiempo el objeto novedoso con respecto al ya conocido o familiar (Ennaceur y Delacour, 
1988;Dix y Aggleton, 1999). En la prueba de reconocimiento de objetos (PRO) los 
intervalos de retenciôn varian de minutes a horas, incluso dias. Sin embargo las 
condiciones exactes para cada expérimente deben ser evaluadas en funciôn de los 
factores especificos del estudio, como la especie utilizada o incluso la cepa (Dere y cols, 
2007).
Lesiones en el lôbulo temporal medial y especificamente en el hipocampo de 
humanos y primates dan lugar a alteraciones en la memoria de reconocimiento visual 
(Milner y McIntosh, 2005). El papel del hipocampo en la PRO ha sido ampliamente 
estudiada en roedores y con resultados en muchas ocasiones controvertidos. Ratas con el 
hipocampo lesionado han demostrado realizar correctamente la prueba hasta con 5 
minutos de intervalo entre el entrenamiento y la evaluaciôn de la memoria (Clark y cols, 
2000;Mumby y cols, 2002). Sin embargo, con mayores intervalos de tiempo estas ratas
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muestran déficits en comparaciôn con los contrôles (Clark y cols, 2000).
4.5.4. Prueba de localizaciôn de objetos
En esta version de paradigma de preferencia a la novedad las ratas deben 
reconocer que hay un objeto conocido en un lugar de la arena donde previamente no 
habia ninguno. Si los animales recuerdan las posiciones de los objetos en la fase de 
entrenamiento, deben explorar mâs tiempo el objeto en la nueva localizaciôn que aquel 
que permanece en la misma posiciôn (Ennaceur y cols, 1997;Dix y Aggleton, 1999). Esto 
sugiere que los roedores no sôlo son capaces de codificar y mantener las caracteristicas 
de un objeto sino también la localizaciôn espacial en la que se encontraban cuando lo 
exploraron por primera vez.
Mediante experimentos de lesiones, se han identificado algunas de las âreas que 
participan en la correcta ejecuciôn de la prueba de localizaciôn de objetos (PLO), como la 
corteza prefrontal medial (Barker y cols, 2007), el hipocampo (Kesner y Giles, 1998) y el 
fôrnix (Ennaceur y Aggleton, 1997).
4.5.5. Prueba de alternancia espontdnea
Esta prueba es una medida de la actividad exploratoria, utilizada tanto en roedores
(Fowler y cols, 1959) como en otras especies (Brown, 1976;Frederickson y Frederickson, 
1979). Suele utilizarse un laberinto en T o un laberinto en Y, en el que se deja explorar al 
animal libremente los diferentes brazos (Lalonde, 2001). Los roedores normalmente 
obtienen niveles de alternancia superiores a los estimados para lo que se considéra azar 
(Dember y Fowler, 1958). Sin embargo, la realizaciôn de este paradigma se ve 
influenciada por los niveles de ansiedad (Mitchell y cols, 1985;Bats y cols, 2001) y la 
capacidad espacial de los animales (Isseroff, 1979;Lalonde y cols, 1986).
Numerosas âreas cerebrales estân implicadas en la realizaciôn de la prueba de 
alternancia espontânea (PAS), entre otras, el hipocampo (Johnson y cols, 1977;Taghzouti 
y cols, 1985), el septo (Clody y Carlton, 1969;Johnson y cols, 1977) y la corteza prefrontal 
(Divac, 1975).
u5. Enve|edmiento
El envejecimiento es un proceso continuo que generalmente compromete el 
funcionamiento normal de numerosos ôrganos y sistemas en termines tanto cualitativos, 
como cuantitativos (Malaguarnera y cols, 2001).
Aunque algunos patrones cognitivos no se ven afectados por el envejecimiento, 
existen numerosas evidencias de que ciertos aspectos del aprendizaje y la memoria se 
ven perjudicados con la edad. El sustrato biolôgico de dichas alteraciones no se conoce 
con claridad, sin embargo, las nuevas técnicas en neurociencia nos indican que se trata de 
una acumulaciôn convergente de cambios neurales y fisiolôgicos. Uno de los mayores 
problèmes para esclarecer el proceso del deterioro cognitive asociado al envejecimiento es 
que las pruebas utilizadas para evaluar el aprendizaje y la memoria en los animales de 
laboratorio muchas veces no permiten generalizar o realizar comparaciones entre especies. 
Los estudios con humanos tienen importantes limitaciones, una de ellas el efecto del 
entorno socio-cultural del sujeto. Mientras que una de las ventajas de trabajar con 
roedores séria la capacidad de contrôler las contribuciones genéticas y ambientales que 
afectan al envejecimiento y a nuestro estudio en particular (Driscoll y cols, 2006).
El deterioro cognitivo asociado a la vejez es la manifestaciôn de toda una serie de 
alteraciones neuroanatômicas, histolôgicas, bioqulmicas, metabôlicas y hormonales, que 
suelen desencadenar en la pérdida de funciones cerebrales. Existen numerosas 
evidencias que indican que niveles elevados de corticosterona durante periodos 
prolongados a lo largo de la vida, y fundamentalmente prôximos a la senectud (etapa en la 
que el cerebro se vuelve mâs sensible a la acciôn de distintos agresores), favorecen el 
deterioro cognitivo cuando los animales son viejos (Sandi y Touyarot, 2006).
La teoria del envejecimiento conocida como hipôtesis de la cascada de 
glucocorticoides’ apunta a estructuras como el hipocampo en la desregulaciôn de las 
respuestas autônomas, neuroendocrinas e inmunes como responsables de las 
alteraciones asociadas al envejecimiento (Landfield y Eldridge, 1994;Sapolsky y cols 1986). 
Los agentes protectores del envejecimiento acelerado del cerebro son aquellos que tienen 
la capacidad de protéger las estructuras clave del cerebro de los efectos adversos y el
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daho provocado por situaciones externas o internas que dan lugar a la liberaciôn de 
radicales libres (McEwen, 2002). Dado que los glucocorticoides pueden producir atrofia 
dendritica y muerte neuronal en el cerebro, y que durante el envejecimiento se suele 
producir un declive en los mecanismos de regulaciôn del eje HHA, en los individuos 
senescentes se produce un incremento en los niveles de glucocorticoides circulantes 
(Sapolsky y cols, 1986;Lupien y cols, 1994). En animales jôvenes, el estrés repetido 
provoca una regulaciôn a la baja del nivel de receptores, lo que disminuye el efecto nocivo 
del exceso de glucocorticoides circulantes (Sapolsky y cols, 1984b;Herman y cols, 1995). 
Sin embargo, en la vejez esta regulaciôn se pierde, lo que potencia el efecto de las 
hormonas de estrés, y por tanto, sus efectos deletéreos sobre el organisme (Kerr y cols, 
1991). Se ha propuesto que el estrés crônico podria acelerar el envejecimiento cerebral 
(Porter y Landfield, 1998). Concretamente, los glucocorticoides estarian provocando una 
atrofia en el hipocampo (McEwen, 2000), lo cual podria conducir a un déficit en la 
capacidad de consolidaciôn de la memoria a corto plazo, a una memoria a largo plazo, asI 
como en la memoria espacial (Bach y cols, 1999).
Recientemente se ha demostrado que existe una alteraciôn en el desarrollo de 
pruebas espaciales y no espaciales dependientes de hipocampo en ratas adultas y viejas 
(de 12 y 24 meses), la cual es similar al patrôn de alteraciôn observado en humanos 
ancianos en la realizaciôn de pruebas analogas (Driscoll y cols, 2006). Estudios en 
animales han indicado que, con la edad, el hipocampo sufre una serie de cambios 
progresivos que afectan a su homeostasis para el calcio, a la plasticidad de la respuesta a 
los glucocorticoides y a la expresiôn de factores neuroprotectores (McEwen, 2002), que 
podrian ser la base de las alteraciones cognitivas que muestran las ratas viejas. 
Anatômicamente, el volumen de la formaciôn hipocampal disminuye con la edad en las 
ratas cuando se analiza in vivo mediante RMf (resonancia magnética funcional), viéndose 
ya este efecto a los 12 meses de edad. Estos datos concuerdan con numerosa bibliograffa 
en la que se ha demostrado un descenso en el volumen del hipocampo en humanos 
ancianos (ver revisiôn (Raz y cols, 2000).
Sin embargo, el envejecimiento no afecta por igual a todos los individuos, y dentro
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de una misma edad biolôgica se pueden manifester o no mâs o menos alteraciones tanto 
fisiolôgicas como cognitivas. Hay datos que apuntan a que los genes que codifican para 
productos asociados a la neurodegeneraciôn y el daho neuronal se encuentran regulados 
de diferente forma en las ratas viejas con alteraciones cognitivas, en comparaciôn con las 
que mantienen bien conservadas sus capacidades (Sugaya y cols, 1996).
NEUROGÉNESIS Y ENVEJECIMIENTO
El giro dentado del hipocampo es uno de las pocas âreas cerebrales en las que se 
mantiene la neurogénesis en el adulto, aunque su tasa disminuye en el cerebro durante el 
envejecimiento en ratas (Kuhn y cols, 1996), ratones (Kempermann y cols, 1998), monos 
(Gould y Tanapat, 1999) y humanos (Cameron y McKay, 1999;Kukekov y cols, 1999). Este 
detrimento en la tasa de proliferaciôn de las neuronas hipocampales se ha propuesto como 
una de las bases biolôgicas de los déficits cognitivos asociados a la vejez debido a su 
relaciôn con el aprendizaje y la memoria (Shors y cols, 2001). Se ha visto que la 
neurogénesis aumenta en las ratas viejas que han sido sometidas a adrenalectomîa 
(Cameron y McKay, 1999) y en ratones que han disfrutado de un ambiente enriquecido 
(Kempermann y Gage, 2002), los cuales a su vez mostraron mejores resultados en tareas 
de aprendizaje, conducta exploratoria y actividad locomotora. Es decir, el bloquée de la 
disminuciôn de la tasa de neurogénesis en el cerebro envejecido podria ser una de las 
estrategias para revertir las disfunciones cerebrales relacionadas con el envejecimiento.
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A partir de los datos aportados por la literatura asi como de experimentos previos 
realizados en nuestro laboratorio se deduce que los animales con distinta ansiedad 
muestran diferencias en sus capacidades de aprendizaje en diverses tareas. Sin embargo, 
hasta ahora la mayoria de dichos resultados provienen del trabajo con lineas de animales 
seleccionadas genéticamente y/o diferentes cepas y especies, pero no se ha estudiado de 
forma sistematica dentro de una misma cepa y abordando de forma simultânea distintas 
aproximaciones expérimentales, como su vulnerabilidad al estrés crônico y a los procesos 
degenerativos que acompahan al envejecimiento.
En los ültimos ahos, en nuestro laboratorio se ha estudiado la modulaciôn de los 
niveles cerebrales de NCAM en diverses pruebas de aprendizaje y memoria. Mâs aûn, se 
ha observado que la administraciôn central de FGL, un péptido sintético mimético de 
NCAM, favorece la memoria espacial en el laberinto acuâtico de Morris, una prueba que 
depende de la correcta funciôn hipocampal. Estos resultados hacen suponer que, 
administrado sistémicamente, este péptido pueda tener un efecto favorecedor del 
aprendizaje y la memoria espacial, producir cambios morfolôgicos en el hipocampo e 
incluso tener efector neuroprotectores..
Por tanto, en base a los antecedentes presentados nos planteamos las siguientes 
hipôtesis: i) que las diferencias individuales en el rasgo de ansiedad podrian afectar de 
forma diferente a los animales en sus capacidades cognitivas y en sus estrategias de 
afrontamiento ante situaciones nocivas como el estrés y el envejecimiento: en dichas 
diferencias podrian estar implicados distintos mecanismos neurobiolôgicos. ii) El 
tratamiento sistémico con un péptido mimético de la molécula de adhesiôn celular 
neural podria mejorar las capacidades de los animales en procesos de aprendizaje y 
memoria, asi como prévenir el daho neural y deterioro cognitivo inducido por el estrés 
crônico y/o asociado al envejecimiento
A la luz de las hipôtesis planteadas, los objetivos propuestos a desarrollar en las 
dos partes expérimentales de esta tesis han side los siguientes:
1. Ca^acterizadon del modelo de ansiedad y estudio de la vulnerabilidad ai dano 
induddo por el estres crônico y /o  asociado al enve|ecimiento
B  Caracterizar las diferencias individuales en los niveles de ansiedad de una 
poblacion normal de ratas macho de la cepa Wistar clasificando a los animales en 
très grupos; alta ansiedad, ansiedad intermedia y baja ansiedad.
B  Evaluar los elementos fisiologicos y/o moleculares que subyacen al rasgo de 
ansiedad caracteristico de cada grupo. En particular investigaremos: i) actividad 
del eje HHA y del SNA, ii) expresion e implicaciôn funcional de los receptores de 
glucocorticoides hipocampales y corticales, iii) expresion e implicaciôn funcional de 
NCAM y su forma polisializada en el hipocampo y en la corteza frontal.
B  Profundizar en el estudio de la posible interaccion existante entre la ansiedad 
intrinseca de los animales y diverses tipos de aprendizaje y memoria, analizando 
de forma mas exhaustiva el condicionamiento del miedo al tono mediante la 
utilizaciôn de varies abordajes expérimentales.
B  Comprobar si el comportamiento emocional de ansiedad de los animales se puede 
considerar un ‘rasgo’ perdurable en el tiempo o por el contrario es un estado 
transitorio.
M Estudiar si la ansiedad de los animales puede ser un factor déterminante en la 
vulnerabilidad de los animales al deterioro cognitive inducido por el estrés crônico 
impredecible y/o asociado al envejecimiento, asi como si dichas situaciones alteran 
fisiolôgica y molecularmente a diverses paramétrés: i) respuesta del eje HHA al 
estrés agudo y crônico, ii) expresiôn e implicaciôn funcional de las moléculas 
previamente mencionadas y ademâs del FGF y su receptor, también tante en el 
hipocampo como en la corteza frontal.
Objetivos
2. Estu4io 4el efecto cjel FGL sobre el aprendizaje espacial y la plastlcidad sinaptlca.
Papel neuroprotector del FGL frente al d^no inducido por el estres crônico.
M Estudiar si la administraciôn periférica de FGL -  un péptido sintético mimético de 
NCAM -a ratas jôvenes es capaz de mejorar el aprendizaje y/o la memoria espacial.
B  Comprobar si dicho tratamiento es capaz de modular la densidad de las espinas 
dendrîticas en la neuronas piramidales del ârea CA1 del hipocampo.
M Evaluar el efecto de la administraciôn subcutanea del FGL a ratas adultas durante 
un protocole de estrés crônico, tanto en las capacidades cognitivas de los animales, 
como en la supervivencia neuronal en el hipocampo, durante el envejecimiento.

III. Material y Métodos

1. Animales c|e experimentacion
Para la realizacion de este trabajo se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar 
provenientes de Harlan Interfauna Ibérica S.A. (Barcelona, Espaha), con libre acceso a 
pienso de mantenimiento (RMM, Ibérica, S.A.) y bebida (agua corriente). Los animales se 
mantuvieron en un cicio de 12:12 horas luz-oscuridad (de 8 a.m. a 8 p.m.) y condiciones de 
temperature y humedad constante (22 ± 2° C y 50% HR). El fondo de cada jaula estuvo 
cubierto por una capa abundante de viruta de forma que proporcionara un buen grado de 
desinfeccion y de absorciôn de elementos liquidos, constituyendo por tanto un lecho 
confortable para los animales. El cuidado de las ratas se llevô a cabo segün las normes 
propuestas por la Comunidad Europea (86/609/EEC).
Los animales llegaron a nuestro estabulario con 225-250 gramos de peso y fueron 
distribuidos en grupos de 3 ratas por caja. Durante las semanas siguientes, las ratas 
fueron sometidas a la manipulaciôn rutinaria del animalario y fueron pesadas una vez por 
semana para evaluar su curve de crecimiento.
Durante los très dias anteriores al comienzo de las pruebas comportementales los 
animales fueron manipulados a diario por el experimentador. La manipulaciôn consistiô en 
el transporte desde el estabulario hasta la habitaciôn en donde se realizarian las pruebas 
expérimentales, donde permanecieron dos minutos en las manos del experimentador.
2. Pmebgs concluctu l^es y cognitivas
2.1. Laberinto en cruz elevado (LCE)
El LCE es una prueba validada para el estudio de la ansiedad en roedores, que se 
basa en la aversiôn que éstos experimentan a la altura y a los espacios abiertos (Lister, 
1987). Se ha visto que el porcentaje de tiempo empleado en la exploraciôn de los brazos 
abiertos es el paramétré que mejor estima los niveles de ansiedad del animal (Pellow y 
cols, 1985).
Mqten'^I y Métocjos
Aparato
Esta prueba se llevô a cabo en un aparato con 4 brazos (2 abiertos y 2 cerrados) 
de 45 X 10 cm dispuestos en forma de cruz (ver Figura 4) y elevados a una altura de 65 cm 
desde el suelo. Los brazos cerrados tienen una pared de 50 cm de altura. Estos cuatro 
brazos se unen a través de una plataforma central de 10 x 10 cm.
El comportamiento de cada animal tue monitorizado por una câmara de video 
colocada en el techo, justo encima del centre del aparato y analizado por un sistema 
computerizado (EthoVision 3.0, Noldus IT, Wageningen, Holanda).
B ra  lo  c e r ra d o
B ra z o  a b ie i
F ig u ra  4. Representaciôn y esquema del LCE
Procedimiento experimental
Al inicio de la prueba, la rata era colocada en la plataforma central con la cabeza 
mirando hacia une de los brazos cerrados y dejândola en compléta libertad de movimiento, 
mientras se registre su conducta a lo largo de toda la sesiôn. La duraciôn de cada sesiôn 
fue de 5 minutos.
Medidas registradas durante cada sesiôn:
# Tiempo de permanencia en cada zona del laberinto: brazos abiertos, brazos 
cerrados y plataforma central. Se registre el tiempo total en segundos asi como el 
porcentaje de tiempo con respecte al total.
# Numéro de entradas a cada brazo.
#  Numéro de veces y tiempo (en segundos y porcentaje) que el animal asomô la 
cabeza por encima del borde de cualquiera de los brazos abiertos (équivalente al
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término anglosajôn head-dipping).
#  Tiempo de inmovilidad o congelamiento (en segundos y porcentaje) (équivalente al 
témino anglosajôn freezing).
# Numéro de veces y tiempo (en segundos y porcentaje) en las que el animal se 
incorporô sobre las patas traseras (équivalente al término anglosajôn rearing).
#  Numéro de veces y tiempo de acicalamiento (en segundos) (équivalente al término 
anglosajôn grooming).
#  Numéro de defecaciones.
# Distancia total recorrida en centimetres.
2.2. Campo abierto (CA)
La prueba de campo abierto se realizô con el fin de evaluar la reactividad de los 
animales a un ambiante novedoso.
Aparato
Esta prueba se llevô a cabo en un espacio circular construido en PVC negro de 
150 cm de diàmetro, rodeado de una pared de 30 cm de alto (ver Firgura 2). El suelo esta 
virtualmente dividido en zonas concéntricas, siendo las mas importantes la interna o 
central de 100 cm de diàmetro, y la mas externa o periférica de 25 cm de ancho. El 
comportamiento de cada animal fue monitorizado con una câmara de video colocada en el 
techo, justo encima del centre del aparato y un sistema computerizado (EthoVision 3.0, 
Noldus IT, Wageningen, Holanda).
1 z o n a  e x te rn a
2 z o n a  In te rn a
F ig u ra  5. Representaciôn y esquema de! CA
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Procedimiento experimental
Al inicio de la prueba, la rata fue situada mirando a una pared del campo abierto y 
se dejô en compléta libertad de movimiento, procediéndose a registrar su conducta. La 
duraciôn de las sesiones fue de 10 minutos.
Medidas registradas durante cada sesiôn:
# Tiempo de permanencia en cada zona del campo en segundos y en porcentaje de 
tiempo con respecte al total.
# Tiempo de inmovilidad o congelamiento, en segundos.
# Numéro de veces y tiempo de alzamiento sobre dos patas, en segundos.
# Numéro de veces y tiempo de acicalamiento o autolimpiado, en segundos.
# Distancia total recorrida, en centimetres.
# Velocidad media, en centimetros/segundo
# Numéro de defecaciones.
2.3. Caja luz-oscuridad (CLO)
La CLO se basa en el conflicto entre la tendencia de los roedores a explorar un 
nuevo entorno y las propiedades aversivas de un espacio abierto e iluminado (Crawley y 
cols, 1985). Tanto una disminuciôn en el tiempo que pasa el animal en el lado iluminado, 
como un incremento en la latencia a salir desde la zona oscura pueden ser interpretados 
como un incremento de la ansiedad (Finn y cols, 2003)
Aparato
Esta prueba se realizô en una caja de plâstico con 2 compartimentes de 25 x 23 x 
25 cm cada une. Linos de elles, de color negro, esta cubierto por una pieza môvil a modo 
de tapa que hace que no reciba luz del exterior; mientras que el compartimente blanco 
esta iluminado desde arriba por una bombilla (100 lux) (ver Figura 6). Ambos 
compartimentes estàn conectados por una pequena abertura de 8 x 10 cm localizada en la 
mitad de la pared que los sépara, al nivel del suelo.
Material y Métocjos
n i
C o m p a r t im e n to
îluminadQ._;>^
C o m p a r t im e n to
F ig u ra  6. Represntaciôn y esquema de la CLO
Procedimiento experimental
La prueba daba comienzo introduciendo al animal en el compartimento negro con 
la cabeza orientada hacia la pared. A continuaciôn, se dejô que la rata explorara 
libremente el aparato durante 5 minutos.
Medidas registradas durante cada sesiôn:
e Tiempo trascurrido hasta que el animal entrô en el compartimiento blanco, en 
segundos. Numéro de defecaciones.
#  Tiempo durante el cual el animal permaneciô en el compartimento blanco, en 
segundos y porcentaje.
? Numéro de veces que el animal entrô en el compartimento blanco.
# Numéro de defecaciones.
# Numéro de veces que el animal asomô la cabeza hacia el compartimiento blanco
Al final de cada una de estas pruebas -  LCE, CA, CLO -  se limpiô el aparato con 
una soluciôn de âcido acético al 0,1%, para eliminar claves olfativas, secândose 
completamente antes de iniciar la sesiôn con la siguiente rata.
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2.4. Laberinto acudtico de Morris (LAM)
Prueba de aprendizaje espacial desarrollada por Richard Morris (Morris y cols,
1982).
Aparato
El laberinto acuâtico utilizado consistiô en un estanque circular construido en PVC 
negro, de 2 m de diàmetro y 45 cm de alto. En uno de los 4 cuadrantes en los que 
virtualmente se divide la piscina, se coloca una plataforma negra circular de 11 centimetres 
de diàmetro, cuyo centro queda equidistante de la pared y del centro de la piscina. La 
superficie de la misma consta de una rejilla metàlica que facilita que los animales no 
resbalen al subir. AIrededor de la piscina y por fuera de esta, hay cortinas de diferente 
color sobre las que se sitüan ademàs motivos de colores y texturas variadas, cuya posiciôn 
se mantiene durante todo el experimento y que sirven de claves de referenda para que el 
animal situe la localizaciôn de la plataforma con respecto a dichas sehales (ver Figura 7).
En cada sesiôn, la piscina se llenô con agua a una temperatura de 25 ± 1°C hasta 
alcanzar una profundidad de 32 centimetros sobre el fondo de la misma. Esto permitia 
que, durante las sesiones de entrenamiento, la plataforma permaneciera escondida para 
los animales al quedar a 2 centimetros por debajo de la superficie del agua.
Para realizar los anàlisis correspondientes, la piscina se divide virtualmente en 
cuatro cuadrantes de igual medida, diferenciando una zona central de 160 cm de diàmetro 
y un pasillo periférico de 20 cm. En la mitad de uno de los cuadrantes se encuentra la 
plataforma de escape y a su airededor se definiô un àrea virtual de 20 cm de diàmetro que 
nos ayudaria a evaluar la persistencia de los animales en buscar la posiciôn exacta de la 
plataforma y que denominamos AP (àrea airededor de la plataforma).
y Métocjos
Q3
,ZP'
Q2
F ig u ra  7. Representaciôn y esquema del 
laberinto acuâtico de Morris, donde Q1 es el 
cuadrante diana y Q3 es el cuadrante opuesto. 
P plataforma
A P  -> ârea que rodea la plataforma
Procedimiento experimental
Se determinaron cuatro posiciones de comienzo airededor de! perimetro de la 
piscina que se usaron de forma aleatoria en cada sesiôn, aunque dicho orden fue el mismo 
para cada rata perteneciente a un mismo experimento.
Cada ensayo comenzaba situando la rata en el agua con el cuerpo orientado hacia 
la pared de la piscina, en una de las posiciones de comienzo. Tras el ultimo ensayo de la 
sesiôn correspondiente, la rata era llevada a la habitaciôn adyacente dejândose en una 
jaula individual cercana a una fuente de calor para facilitar su secado. Una vez la que rata 
estuvo seca, se devolviô al estabulario.
El aprendizaje espacial en el laberinto acuâtico de Morris se evaluô, dependiendo 
de cada experimento, mediante diferentes testa pruebas, que se detallan a continuaciôn:
1) Sesiôn/es de entrenamiento: en funciôn del protocole experimental y de los 
objetivos de cada experimento particular, el entrenamiento consistiô en dos o très sesiones 
por dfa. El numéro de ensayos por sesiôn oscilô también entre très y cuatro. El tiempo 
maxime de cada ensayo fue de 120 segundos y en case de que la rata no encontrara la
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plataforma, fue guiada con la mano hasta la misma. Una vez alli, el animal permanecia 
sobre la plataforma durante 30 segundos mas. Transcurrido este période de tiempo, era 
colocado sobre una toalla y llevado al exterior de las cortinas que rodeaban la piscina, 
donde permanecia otros 30 segundos, antes de comenzar un nuevo ensay
2) Prueba de retenciôn: évalua la fuerza con la que se ha establecido la memoria 
espacial 24 horas después de la ultima sesiôn de entrenamiento. Consistiô en un ünico 
ensayo, de 60 o 90 segundos (segùn el protocole), durante el cual el animal nadô 
libremente en la piscina de la que previamente se ha retirado la plataforma. El reçuerdo 
puede evaluarse por la latencia en localizar el enclave exacte donde estuvo situada la 
plataforma asi como por la frecuencia de los cruces sobre el enclave donde estuvo la 
plataforma o el porcentaje de tiempo dedicado a la büsqueda en el cuadrante diana 
(cuadrante donde estuvo localizada la plataforma durante el entrenamiento).
Medidas registradas durante el entrenamiento y  la prueba de retenciôn:
# Latencia o tiempo total que las ratas necesitaron para localizar la plataforma el 
enclave exacte donde estuvo previamente emplazada (en segundos).
# Distancia recorrida por los animales hasta la localizaciôn de la plataforma (en 
centimetros).
# Velocidad media de nataciôn (en centimetros/segundo).
# Porcentaje de tiempo durante el cual las ratas nadaron en el cuadrante diana y en 
AP en el caso de la prueba de memoria.
# Porcentaje de tiempo durante el cual las ratas nadaban en la zona central y en la 
periférica (tigmotaxis).
2.5. Condicionamiento del miedo (CM)
Paradigma utilizado para evaluar tanto el aprendizaje como la memoria de tipo 
emocional.
Mgterigl y Métocjos
Aparato
Este tipo de aprendizaje se llevô a cabo en cajas tipo Skinner (29x37x25 cm) con 
20 varillas metâlicas en el suelo (la distancia entre varillas es de 1.5 cm y su diàmetro es 
de 4 mm) y, debajo de estas, una bandeja con viruta (ver Figura 8). Cada caja esta 
emplazada dentro de una câmara de aislamiento con las siguientes dimensiones interiores 
(61,5x43x45 cm y exteriores 70x51,5x53 cm). La pared frontal es una pantalla de plexiglâs 
roja, a fin de facilitar la observaciôn de la conducta del animal. Esta câmara estâ equipada 
con un sistema de ventilaciôn que emite un sonido monôtono de 68 dB y una luz de 20 W, 
cuya funciôn es aislar el môdulo acüstica y luminicamente del exterior.
Se utilizô como estfmulo incondicionado una descarga eléctrica de 0,4 mA de 
intensidad administrada mediante un sistema. automâtico controlado por el programa 
SKINNER versiôn 1,2 de la empresa CIBERTEC, S.A., y un circuito generador de 
descargas eléctricas de corriente constante de la empresa LETICA Instrumentes 
Cientificos (LU 00-26 Shocker), cuyo suministro depende de la intensidad del valor 
seleccionado y no de la resistencia que proporciona el cuerpo del animal, de modo que los 
animales de cada grupo reciben exactamente la misma intensidad de choque eléctrico. El 
estfmulo condicionado, en el caso del condicionamiento de miedo al tono y de la inhibiciôn 
latente, fue un tono de 85 dB y una frecuencia de 1000 Hz.
E n tre n a m ie n to P ru e b a  d e  
m e m o r ia
P re - e x p o s ic io n
F ig u ra  8. Representaciôn y 
esquema de los protocoles de 
condicionamiento del miedo: 
CMC (condicionamiento del 
miedo al contexte), CMT 
(condicionamiento del miedo 
al tono), IL (inhibiciôn latente).
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Procedimiento experimental
Se realizaron très protocoles expérimentales:
2.5.1 Condicionamiento del miedo al contexto (CMC)
Este paradigma constô de las siguientes fases:
1) Entrenamiento: cada rata era colocada en el interior de una caja de 
condicionamiento. En un periodo inicial de 180 segundos, los sujetos 
exploraron libremente la jaula; inmediatamente después, el animal recibiô 3 
descargas de un segundo de duraciôn en las patas, con un intervalo de 
separaciôn entre éstas de 1 minute y dejando 30 segundos tras la ultima 
descarga, siendo la duraciôn total de la sesiôn de entrenamiento de 5 
minutos y medio. Inmediatamente después los animales fueron devueltos a 
su jaula.
2) Prueba de memoria: 24 horas después del entrenamiento, las ratas fueron 
expuestas de nuevo a la misma caja donde habian sido entrenadas, 
registrando su conducta durante 8 minutos.
3) Extinciôn de la conducta de miedo: una semana después, los animales 
fueron reexpuestos a la caja durante 8 minutos, très veces consécutives 
dejando una hora entre cada reexposiciôn,
2.5.2. Condicionamiento del miedo al tono (CMT)
1) Entrenamiento: el protocole fue idéntico al ya descrito para el CMC, pero en 
este caso las descargas fueron precedidas por un tono (anteriormente 
descrito) de 20 segundos.
2) Prueba de memoria: 48 horas después del entrenamiento el animal se 
introdujo en una caja de diferentes caracteristicas y olor a aquella en donde 
fueron entrenadas. Durante los 3 primeros minutos se permitiô que los 
animales exploraran libremente y después se les présenté el tono durante 5 
minutos.
2.5.3 Inhibiciôn latente (IL)
El proceso de inhibiciôn latente se define como el retraso en el condicionamiento a 
un estimulo cuando dicho estfmulo ha sido preexpuesto previamente de forma repetida sin 
ninguna consecuencia. Se considéra un indice de la capacidad de los individuos para 
ignorar estimulos que prevén que no tendràn consecuencias significativas (Weiner y 
Feldon, 1997).
Las fases de esta prueba fueron:
1) Pre-exposiciôn: se habitué a los animales al mismo estfmulo condicionado (tono) 
que precede a la descarga, pero en ausencia de ella. Para ello se inrodujeron en la 
caja de condicionamiento y se les expuso a 30 secuencias de tono de 30 segundos 
cada una, separadas por 30 segundos en ausencia de tono. La duraciôn total de 
esta fase fue de 30 min.
2) Entrenamiento: ver protocole de CMT.
3) Prueba de memoria: ver protocole de CMT.
Tras cada sesiôn experimental realizada con un animal en la caja de 
condicionamiento, se limpiaron el suelo y las paredes con acide acético al 0,1%, se 
secaron completamente las rejillas y se cambiô la viruta de la bandeja inferior.
La conducta de los animales fue grabada mediante una videocâmara para su 
posterior evaluaciôn.
Medidas registradas durante el entrenamiento y  la prueba de memoria:
• Tiempo de congelamiento o inmovilizaciôn (en segundos y en porcentaje). Esta 
conducta es definida como la ausencia de movimiento visible, excepte el necesario 
para respirar. El tiempo durante el cual se produce suele considerarse un buen 
indicador del nivel de miedo provocado por el estfmulo incondicionado (en este 
caso la descarga eléctrica). Esta medida se registrô cada 2 segundos.
• Numéro de defecaciones.
• Tiempo de acicalamiento (en segundos y porcentaje)
MziterigI y Métocios
2.6. Prueba de reconocimiento de objetos (PRO)
Nos permite evaluar la conducta espontànea de los animales a explorar los nuevos 
objetos de su entorno (Ennaceur y Delacour, 1988)
Aparato
En esta prueba de memoria, las ratas se familiarizaron con dos objetos idénticos 
situados en una arena a la que habian habituadas previamente. Tras un intervalo de 
tiempo variable, las ratas volvieron a la caja en donde se encuentran uno de los objetos ya 
conocidos y uno nuevo. Si los animales recuerdan el objeto familiar, tienden a explorar 
mas tiempo el objeto novedoso (Ennaceur y Delacour, 1988).
Esta prueba se llevô a cabo en una caja rectangular de plexiglax opaco (55x40x20) 
con el fondo cubierto de viruta y con una intensidad de luz uniforme en todas las zonas de 
la misma (ver figura 9).
Los objetos utilizados tenian diferentes texturas, colores y formas y no podian ser 
desplazados por las ratas.
Entrenamiento
Prueba de 
memoria
g  Objeto familiar 
■  Objeto novedoso
F ig u ra  9. Representaciôn y esquema de la arena utilizada en la PRO
Procedimiento experimental
La prueba constô de très fases:
V Habituaciôn al contexto: las ratas exploraron la caja durante 5 minutos al dia, 
los 5 dias anteriores al inicio de la prueba.
m Entrenamiento: 24 horas después del ultimo dia de habituaciôn, las ratas
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fueron expuestas a dos objetos idénticos o familières (F1 y F2) que debian 
explorar un màximo de 30 segundos, momento en el cual se retiraron de la 
caja. En esta fase, el tiempo mâximo de permanencia de los animales en la 
arena fue de 3 minutos.
-I Prueba de memoria: un dia después del entrenamiento, se presentaron a las 
ratas dos objetos diferentes, uno de ellos familiar, y uno distinto que no ha visto 
antes (objeto novedoso, N), dejando que exploraran durante 3 minutos.
En todas las sesiones los objetos se colocaron en las esquinas posteriores de la 
caja, a 5 cm de la pared. La posiciôn de los mismos era cambiada aleatoriamente entre las 
dos esquinas posteriores opuestas para evitar una posible preferencia por un objeto y/o 
lugar de la arena.
Entre sesiones los objetos se limpiaron cuidadosamente con àcido acético al 0,1%, 
y la viruta fue cambiada.
Todos los datos conductuales fueron registrados manualmente por el 
experimentador que se encontraba situado tras una mampara, con el fin de evitar interferir 
en el comportamiento de los animales.
Medidas registradas durante el entrenamiento y  la prueba de memoria:
* Segundos de exploraciôn de cada uno de los objetos 
, Numéro de defecaciones
Paràmetros analizados durante el entrenamiento y  la prueba de memoria:
* Tiempo total (en segundos) explorado de los dos objetos idénticos durante el 
entrenamiento.
* Tiempo (en segundos) explorado de cada objeto durante la prueba de memoria.
» Indice de discriminaciôn (ID), que es la diferencia en el tiempo de exploraciôn
dividido por el tiempo total de exploraciôn de ambos objetos durante la prueba 
de memoria: (N-F/N+F).
Se considerô que la rata estaba explorando un objeto cuando dirigia el hocico 
directamente hacia el objeto, a una distancia de 1 cm o menor, y/o lo tocaba con el hocico.
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Sin embargo, dar vueltas airededor, trepar o morder los objetos no fueron consideradas 
como conductas exploratorias.
2.7. Prueba de localizaciôn de objetos (PLO)
En esta version de paradigma de preferencia a la novedad, las ratas tenian que 
reconocer que habi'a un objeto en un lugar de la arena donde previamente no habia 
ninguno. Si los animales recordaban las posiciones de los objetos en la fase de 
entrenamiento debian explorar mas tiempo el objeto situado en la nueva localizaciôn que 
aquel que permanecia en la misma posiciôn (Ennaceur y cols, 1997).
Aparato
Utilizamos una caja cuadrada (80cm x 80cm x 50cm) de material PVC opaco gris 
(ver Figura 10).
Los objetos a discriminar estaban hechos de plâstico y eran lo suficientemente 
pesados para que no pudieran ser movidos.
Las ratas se colocaron en la arena de espaldas a los objetos.
Entrenamiento Prueba de memoria
F ig u ra  10. Esquema de la arena utilizada en la PLO
Procedimiento experimental
La prueba constô de très fases:
'M Habituaciôn ai contexto: las ratas exploraron la caja durante 5 minutos al dfa, 
los 5 dias anteriores al inicio de la prueba.
» Entrenamiento: 24 horas después del ultimo dia de habituaciôn, las ratas 
fueron expuestas a dos objetos idénticos. En esta fase, el tiempo mâximo de
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permanencia de los animales en la arena fue de 3 minutos.
1! Prueba de memoria: 8 minutos después del entrenamiento. Uno de los 
objetos se cambiô de posiciôn dejando que exploraran durante 3 minutos.
El modo de procéder con los objetos y su limpieza fue identico al indicado para la
PRO.
Todos los datos conductuales fueron registrados mediante una câmara situada 
sobre la caja y analizada por el programa Ethovisiôn 3.0.
Medidas registradas durante el entrenamiento y  la prueba de memoria:
• Segundos de exploraciôn de cada uno de los objetos
• Numéro de defecaciones
Paràmetros analizados durante el entrenamiento y  la prueba de memoria:
• Tiempo total (en segundos) explorado de los dos objetos idénticos durante el 
entrenamiento.
• Tiempo (en segundos) explorado de cada objeto durante la prueba de memoria.
• Indice de discriminaciôn (ID), que es la diferencia en el tiempo de exploraciôn 
dividido por el tiempo total de exploraciôn de ambos objetos durante la prueba 
de memoria: (N-F/N+F).
Se considerô que la rata estaba explorando un objeto ateniéndonos al mismo 
criterio utilizado en la PRO.
2.8. Prueba de alternancia espontànea (PAE)
La alternancia espontànea es una medida de exploraciôn muy utilizada en 
roedores, los cuales al ser expuestos a un laberinto en T o en Y tienen una fuerte 
tendencia a alternar la elecciôn de brazos en los que entran (Lalonde, 2002).
Aparatos
La PAE continua o libre se realizô en un laberinto en Y de brazos simétricos hecho 
de madera y pintado de negro, cuyas dimensiones eran 50cm x 30cm x 14cm.
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Brazo A Brazo B
Brazo C
F ig u ra  11. Representaciôn y esquema del laberinto en Y utilizado en la PAE
Procedimiento experimental
Cada rata tenia acceso libre a los très brazos durante 8 minutos, durante los cuales 
se resgistrô la secuencia de entrada a los brazos mediante una câmara situada sobre el 
aparato.
Las medidas registradas y  analizadas fueron:
m Numéro total de entradas a los brazos 
.  Secuencia de entradas a los brazos
# Medidas conductuales como nijmero y porcentaje de postures verticales, 
porcentaje de tiempo de acicalamiento, porcentaje de tiempo de 
inmovilizaciôn.
El principal paramètre de estudio en esta prueba es el Indice de Iternancia (lA). La 
alternancia se define como la entrada en très brazos diferentes de forma consecutiva. Para 
obtener el lA el numéro de alternancias se divide por el numéro total de entradas a los 
brazos menos uno.
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3. Protocolo 4e estrés crônico e impredecible CECI)
El ECI consistiô en someter a las ratas a un conjunto de situaciones estresantes 
aleatorias, diferentes cada dia y que incluse fueron llevadas a cabo a diferentes horas del 
dia. Este paradigma fue disenado para evitar la habituaciôn de la respuesta 
neuroendocrina de estrés que se produce ante la repeticiôn de un mismo estresor (Armario 
y cols, 1986;Pitman y cols, 1988)
Las pruebas estresantes a las que los animales fueron sometidos son: 
o Descarga eléctrica de 0.4mA en las patas: los animales recibieron 3 descargas de 
1 segundo de duraciôn separadas por 1 minuto. 
o Plataforma elevada: las ratas tienen una aversiôn natural por los lugares elevados 
y los espacios abiertos e iluminados. Asi pues, se dejaron los animales sobre una 
plataforma elevada a 1,20 m del suelo y con una base de rejilla para evitar que 
resbalaran. La base esta rodeada de paredes para evitar que escapen en caso de 
que cayeran de la plataforma. El tiempo de duraciôn de esta prueba fue de 1 h. 
o Hacinamiento: las ratas macho son animales muy territoriales, por lo que 
agruparlas en un recinto pequeho de forma que tengan el minimo espacio 
disponible supone para ellas una situaciôn muy estresante. Se mantienen juntas 
durante 1 h.
o Agitaciôn: agrupadas de 5 en 5 fueron agitadas en una plataforma durante 20 
minutos a intensidad moderada. 
o Inestabilidad social: esta prueba consistiô en intercambiar los compaheros de jaula 
cada cierto tiempo, provocando asi el enfrentamiento que se produce entre los 
machos por el espacio y por colocarse en la posiciôn dominante con respecto a los 
otros dos individuos de la jaula de estabulaciôn. Todos los animales del grupo de 
estrés se mezclaron al menos una vez por semana. 
o Inmovilizaciôn: en la rata estâ ampliamente estudiado el efecto estresante del 
protocole de inmovilizaciôn mediante un cepo que restringe los movimientos del
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animal. En este protocolo, los animales permanecieron inmovilizados en los cepos 
durante media hora bajo una luz blanca intensa. 
o Individualizaciôrr. los animales se aislaron en jaulas individuales durante 24 horas, 
manteniendo su ciclo de luz y con libre acceso a agua y comida.
Una vez finalizado el protocolo de ECI de 28 dias, las ratas fueron sometidas a un 
recordatorio del mismo (una prueba aleatoria de las anteriormente mencionadas) o bien 
una vez al mes o una vez a la semana, en funciôn del experimento, hasta la semana 
anterior al inicio de las pruebas conductuales.
4. A4renglectomTa
Este procedimiento conlleva la extirpaciôn total de ambas glandulas suprarrenales, 
incluyendo tanto la corteza como la médula de las mismas. Como resultado puede quedar 
alterado el almacenamiento y uso de la glucosa, asi como la capacidad para mantener los 
niveles de ciertos electrolitos y una hidrataciôn corporal normal. A las ratas 
adrenalectomizadas se les colocô subcutâneamente una pastilla que libera corticosterona 
de manera uniforme, y que permite mantener unos niveles bajos de hormona en el plasma, 
pero suficientes para paliar los efectos secundarios derivados de la falta de respuesta 
adrenal.
Las ratas se dividieron en dos grupos expérimentales:
- ADX ^  adrenalectomizados, a los que se les extirparon completamente las 
glandulas suprarrenales
Sham -> término anglosajôn que significa ‘faiso’ y con el que se hace 
referenda a aquellos animales a los que se les realizô el mismo procedimiento 
quirùrgico pero sin extracciôn de las glandulas.
Para llevar a cabo las operaciones, los animales se anestesian mediante una 
inyecciôn i.p. de Ketamina (80 mg/kg). Diazepam (10mg/kg) y Atropina (0,05 mg/kg). Una
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vez que los animales estuvieron completamente dormidos, accedimos a las glandulas 
suprarrenales haciendo una incision en la piel paralela a la columna vertebral a nivel 
lumbar, y cortando la pared muscular. Una vez retiradas las glandulas, la g rasa abdominal 
periadrenal fue colocada de nuevo en la cavidad abdominal, y el mùsculo y la piel cosidos 
y tratados con pomada antibiôtica para evitar las infecciones.
Durante los primeros 5 dias todas las ratas fueron tratadas con un analgésico 
(Metacàn, très gotas en el agua de bebida) en el agua de bebida para facilitar la 
recuperaciôn post-quirùrgica.
5. Trgtgmientos iqmnacolôgîcos
B Buspirona
- Buspirona (N-(4-[4-(2-pirimidinil)-1-piperazinil]butil)-8-azaspiro[4,5]decano-7,9-
diono hidroclorida) (SIGMA): 0,1 mg/Kg disuelta en vehiculo.
- Vehiculo: salino 0,9%.
Las ratas fueron inyectadas subcutâneamente con este agonista parcial del 
receptor serotoninérgico 5-HT1A una hora antes de las pruebas conductuales. Era 
necesario escoger una dosis lo suficientemente eficaz como para disminuir los niveles de 
ansiedad de los animales HA, pero a su vez, lo mâs baja posible para evitar que se vieran 
afectados otros paràmetros que podrian influir en el resultado, taies como la actividad 
locomotora o la liberaciôn de glucocorticoides, ya que un estudio previo de de Boer y 
colaboradores (De Boer y cols, 1990) encontre que dosis superiores a 1 mg/Kg inducen la 
liberaciôn de corticosterona. Elegimos la dosis de 0,1 mg/kg basândonos en un estudio 
previo del grupo de Griebel (Griebel y cols, 1997) en el que comprobaron que esta dosis 
era capaz de aumentar el porcentaje de tiempo en los brazos abiertos del LCE comparado 
con los contrôles sin alterar su capacidad locomotora, ya que a partir de la dosis de 0,3 
mg/kg, comenzaba a verse afectada esta funciôn.
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B FGL -  Péptido sintético FGloop mimético de NCAM
- FGLl(E. Bock): 6.6 mg/Kg, 2 mg/ml en vehiculo
- Vehiculo: (50% agua destilada, 50% salino 0.9%)
Fueron administrados subcutâneamente. 
m BrdU
- BrdU (SIGMA): 50 mg/Kg disuelto en salino 0.9%.
Las ratas recibieron 2 inyecciones intraperitoneales diarias durante 5 dias 
consécutives.
6. Técnicas bioc|mmic35
6.1. Determinacion de corticosterona plasmdtica mediante la 
técnica de RIA
Para la determinaciôn de los niveles plasmâticos de corticosterona se recogiô la 
sangre en tubos impregnados con heparina sôdica. Los tubos se centrifugaron a 3000 
r.p.m. durante 20 minutos a 4° C y se recogiô el sobrenadante obtenido, almacenândose 
este plasma a -80° C para su posterior determinaciôn.
Los niveles de corticosterona plasmâtica se midieron utilizando un 
radioinmunoensayo (Kit de Diagnostics Products Corporation, CA, USA).
El radioinmunoensayo (RIA) se basa en la competencia que se establece entre la 
sustancia a cuantificar y cantidades conocidas de la misma sustancia marcada con un 
isôtopo por unirse a un anticuerpo especffico. Cuanto mayor sea la cantidad de sustancia 
de la muestra, menor sera la cantidad de sustancia radiactiva que se una al anticuerpo y 
viceversa (Morikis y Lambris, 2004).
En nuestro caso, el isôtopo radiactivo fue corticosterona marcada con yodo 125 
(1^ ®^). Los tubos de polipropileno suministrados por Diagnostic Products Corporation (CA, 
USA) llevan el anticuerpo a concentraciôn constante adherido en las paredes.
El procedimiento fue el siguiente:
-En cada tubo se introdujeron 50 pl de la muestra o de la curva patrôn realizada a
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partir de antîgeno no radiactivo de concentraclôn conocida
-A continuaclôn se anadiô 1 ml de! antigène radiactivo.
-Se dejô reposer 2 horas
-Se decantaron los tubos y se introdujeron en un contador de radiaciôn gamma 
(Wizard 1470 Wallac), que ofrece los resultados en unidades de cuentas por minute (cpm).
La concentraciôn de las muestras problème se calculé a partir de une 
representacion semilogarîtmica de la curve estândar. Se calcula para cada tube la media 
de union especifica corregida. Para elle, se resta el valor de la union no especîfica a los 
resultados obtenidos en cada tube. Con elle, se obtienen las cuentas netas o corregidas, 
dado que se élimina la cantidad de corticosterone que se ha unido inespecificamente. Con 
las cuentas netas se calcula el porcentaje de union del antigeno al anticuerpo en funcion 
de la union especifica (100% de union). La sensibilidad de este kit era de 5,7 ng/ml.
6.2. Determinacion de los niveles de glucosa en sangre
Para la determinaciôn de los niveles de glucosa se utilizô un Analizador de glucosa 
en sangre capilar (Glucocard Memory 2, A. Menarini Diagnostics). La varilla medidora se 
aplicô directe mente sobre una pequena incision realizada en el ultimo tercio de la cola del 
animal, obteniendo el resultado 30 segundos después. El rango de lectura de dicho 
analizador es de 20 a 600 mg/DI.
6.3. CuantificQcion de los niveles de receptores de 
glucocorticoides, receptores del factor de crecimiento de 
fibroblcstos de tipo 1, molécules de adhesion celular y factor de 
crecimiento de f  ibroblastos de tejido cerebral
6.3.1. Obtencion de homogenados y sinaptosomas
La homogeneizaciôn de tejido previamente diseccionado y congelado se llevô a 
cabo con la ayuda de un homogeneizador manual de cristal de 1 ml de capacidad.
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1. Obtencion de homogenados
- Se introdujo el tejido en el homogeneizador y se anadiô un volumen de tampon 
Krebs de lisis (10,95 gr de sucrosa por cada 100 ml de agua destilada con 
HEPES al 5%) con inhibidor de proteasas (de 0,5 a 1 ml, segùn el tamaho de la 
muestra) (Complete TM, Boerhinger Mannheim UK).
- Con el movimiento del émbolo (20 veces) se fue homogeneizando el tejido hasta 
reducirlo a una solucion liquida.
- Se reserve una allcuota de 200 pi del y el resto del volumen se utilizô para 
obtener los sinaptosomas.
2. Obtencion de sinaptosomas
- El volumen separado fue sometido a una centrifugaciôn de 1000 G durante 5 
minutes a 4°C.
- Se recogiô el sobrenadante en un nuevo tube y se volviô a centrifugar a 15000 G 
durante 15 minutes, también en frie.
- Se resuspendiô el sedimento obtenido (sinaptosomas crudos) en tampôn fosfato 
saline a pH = 7, que lleva disuelto un côctel de inhibidores de proteasas y se 
almacenô a -80° C para posteriores determinaciones bioquimicas.
6.3.2. Valoracion de protemas
Para conocer la concentraciôn de proteinas de cada muestra se utilizô el método 
de Bradford (Bradford, 1976), un ensayo de uniôn basado en el cambio diferencial de 
coloraciôn producido cuando el compuesto Azul brillante de Coomassie (o reactive de 
Bradford) reacciona con los residues aminoacfdicos de las proteinas, de forma 
proporcional a su concentraciôn.
Para determinar la concentraciôn de proteinas de cada muestra se utilizaron 
microplacas de 96 pocillos de fonde côncavo (Dasiab, Espaha).
- Se cargaron 10 pl de un estândar de concentraciones crecientes de albùmina, en 
un rango de 25 a 300 pg/ml (Bio-RAD Protein Assay, Cat 500-0006) para obtener 
una curva patrôn.
- Se cargaron 10 pl por pocillo de cada una de las muestras problema.
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- Se ahadieron 190 pl del reactive de Bradford (Bio-RAD) previamente diluido 1:5 
en agua y filtrado très veces.
- Se dejô incubar a temperatura ambiante durante 5-10 minutes y se procecediô a 
la lectura colorimétrica en un lector de microplacas (Digiscan, Asys Hitech Gmbh) 
utilizando un filtre de longitud de onda de 595 nm.
La concentraciôn de las proteinas de cada muestra se consigue interpolando el 
valor de la absorbancia en la curva patrôn obtenida de las concentraciones conocidas de 
albùmina.
6.3.3. Técnica de ELISA para la determinaciôn de los niveles de moléculas 
tejido cerebral: MR, 6R, NCAM, PSA-NCAM, F6F y F6FR-1
La técnica de ELISA se basa en el reconocimiento especifico de un antigeno a
determinar por un anticuerpo primario que, a su vez, es reconocido por un anticuerpo 
secundario conjugado con la actividad enzimatica de tipo peroxidasa (POD). Dicha 
reacciôn enzimatica actûa sobre el agua oxigenada (H2O2) présente en el tampôn 
produciendo agua (H2O) y oxigeno molecular (O2). Este ultimo oxida el sustrato de la 
reaccion, el ortofenilendiaminofosfato (OPD) produciendo una reacciôn colorimétrica que, 
ademâs, se ve favorecida por el pH âcido del medio (la actividad catalasa y peroxidasa es 
ôptima en un rango de pH comprendido entre 4,5-5,2). Finalmente, la intensidad de la 
reacciôn colorimétrica se cuantifica por espectrofotometria mediante la lectura de la 
absorbancia a 492 nm de longitud de onda en el lector de microplacas.
Las plaças utilizadas son de 96 pocillos (Falcon).
El protocolo que seguimos en nuestro laboratorio es el siguiente:
DIA1°:
- Se cubrieron las paredes de los pocillos con un tampôn de ‘revestimiento’ 
formado por carbonato/bicarbonato sôdico 0,1 M (pH=9,6), y se dejô a 
temperatura ambiante durante al menos 90 minutes.
- Se dejaron secar las plaças durante al menos una hora.
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- El antigeno se diluyô en tampôn fosfato salino (PBS) hasta llegar a una 
concentraciôn de 10 jig/ml, a partir de los datos obtenidos en la valoraciôn 
anterior.
- Se dejô incubando toda la noche en una câmara humidificada a 4° C.
DIA 2°:
- Se lavô 3 veces con soluciôn de lavado (PBST), constituida por tampôn fosfato 
salino 0,1 M y un 25% de Tween 20. Se secaron bien las plaças.
- Se ahadieron 100 pl de soluciôn de bloquée en cada pocillo, la cual contiene 
soluciôn de lavado y un 3% de albùmina bovina sérica (pH=7), para impedir la 
uniôn inespecifica del anticuerpo y se incubô durante 90 minutes a temperatura 
ambiante.
- Se lavô 3 veces y se dejô secar.
- Se anadiô 50 pl del anticuerpo primario a la concentraciôn ôptima en tampôn de
lavado. Se incubô toda la noche en la câmara humidificada.
DIA 3°:
- Se lavaron las plaças 5 veces y se dejaron secar.
- Se incubô con el anticuerpo secundario conjugado con la enzima peroxidasa
disuelto en tampôn de lavado a la concentraciôn adecuada durante 2 horas a 
temperatura ambiante dentro de la câmara humidificada.
- Se lavaron las plaças 5 veces y se dejaron secar.
- Se ahadieron 50 pl por pocillo de tampôn citrato (constituido por una proporciôn
2:1 de citrato sôdico 0,1 M trente a âcido cftrico 0,1 M, pH = 4,5), que contiene el 
sustrato de revelado OPD (ortofenilendiaminafosfato, 1 mg/ml) y H2O2 (2 pl de 
agua oxigenada al 30% por cada 10 ml de tampôn citrato). Tras 5-10 minutos de 
incubaciôn a temperatura ambiante, se parô la reacciôn colorimétrica ahadiendo 
50 pl de âcido sulfùrico (H2SO4) 5 N a cada pocillo.
- Se midiô la absorbancia en el lector de miro-placas a una longitud de onda de
492 nm.
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Anticuerpo [ A c n Casa comercial [ A c 2 ^ ] Casa comercial
NCAM TOTAL 1/3000 Chemicon 1/2000 Anti-rabbit IgG-POD SIGMA
PSA-NCAM 1/300 AbCam 1/1000 Anti-mouse IgM-POD SIGMA
MR 1/150 Santa Cruz Biotechnology 1/500 Antl-goat IgG-POD SIGMA
GR 1/250 Santa Cruz Biotechnology 1/500 Anti-rabbit IgG-POD SIGMA
FGF 1/500 AbCam 1/500 Anti-rabbit IgG-POD SIGMA
FGF-R1 1/1000 Chemicon 1/500 Anti-mouse IgM-POD SIGMA
Tabla 1. Anticuerpos utilizados para la técnica de ELISA
6.4. Estudio de la supervivencia celular en el giro dentado del 
hipocampo: marcaje con BrdU y cuantificacion de células BrdU 
positivas.
Para marcar las células en division se utilize bromodeoxiuridina (BrdU), una 
molécule anâloga de la timidina que se incorpora de forma astable y especifica en el ADN 
durante su sintesis en la fase S de la mitosis. El ADN que ha incorporado BrdU puede ser 
detectado utilizando técnicas inmunohistoqufmicas estândar (Christie y Cameron, 2006).
6.4.1. Protocolo de marcaje con BrdU para secciones obtenidas con 
vibratomo
Très semanas después de la ultime inyecciôn de BrdU, los animales fueron 
anestesiados (ver composiciôn del anestésico utilizado para la adrenalectomia) y 
perfundidos con paraformaldehido frio al 4% en tampôn fosfato 0,1 M. Los cerebros fueron 
extraidos y post-fijados en paraformaldeido al 1% en tampôn fosfato 0,1 M.
Posteriormente, dichos cerebros fueron cortados en secciones coronales en un 
vibratomo (Leica VT1000, Leica Microsystems) y almacenadas en 10 series de certes.
Una de cada 10 series fue tratada para detectar las células BrdU positivas.
DIA 1°:
- Las secciones previamente lavadas con TBST (tampon tris salino 0,1 M y un 25% 
de Tween 20) se incubaron con H2O2 en TBST durante 20 minutos. Se lavaron 
posteriormente con TBST.
- Posteriormente se incubaron 30 minutos en HCI 2M diluido 1:6 en TBS. Se 
lavaron con TBST.
- Las secciones se incuban toda la noche con el anticuerpo primario diluido en 
TBST suplementado con 10% de suero de conejo (anicuerpo monoclonal trente a 
BrdU; 1:600, Immunological Direct, Oxford Biotechnology, Oxfordchire, UK).
DIA 2°:
- Lavado con TBST.
- Incubaciôn con el anticuerpo secundario diluido en TBST durante 1 hora a 
temperatura ambiente (anticuerpo biotinilado IgG anti rata; 1:500; Vector 
Laboratories, USA).
- Tras lavarse con TBST las secciones se incubaron con un complejo avidina- 
biotina (Elite Vectastain, ABS-peroxidase Kit, Vector Laboratories, USA) y tehidas 
con diaminobencidina (DAB, Sigma).
- Las secciones se montaron sobre portaobjetos y se dejan secar durante toda la 
noche a temperatura ambiente.
DIA 3°:
- Los cortes se tiheron con Violeta de Cresilo para visualizar los cuerpos celulares. 
Se montaron los cubreobjetos y se dejaron secar al menos 30 minutos antes de 
verlos al microscopio.
6.4.1. Marcaje y cuantificacion de células BrdU positivas
En cada secciôn, se contaron manualmente el numéro total de células BrdU-
positivas que poseîan una morfologia nuclear tlpica de neurona utilizando un objetivo de
60x (Leica). Las células positivas de la capa granular y subgranular del giro dentado del
hipocampo y del hilus, fueron contadas rostro -  caudalmente, excluyendo aquellas que se
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encontraban fuera del piano focal. El resultado fue multiplicado por 10 para obtener el 
numéro total estimado de células inmunoreactivas por area.
6.4.2. Cuantificacion de células granulares mediante estereologia
El numéro total de células granulares en el giro dentado fue determinado utilizando
el método de fraccionamiento optico mediante el programa Stereo Investigator (Micro- 
BrightField, Williston, VT). Para cada secciôn, las células granulares fueron cuantificadas 
utilizando un objetivo de 60x para aceite de inmersiôn, en areas de 15x15 p.m espaciadas 
por intervalos x-y de 330x300 )im asignadas por el programa al azar dentro del area 
delimitada manualmente. El grosor de la secciôn fue estimado automaticamente por el 
programa.
6.5. Estimacion del volumen total del hipocampo y del giro 
dentado.
Para ello se utilizaron secciones seriadas tehidas con Violeta de Cresilo. Los 
volumenes se calcularon de acuerdo con el estimador de Cavalieri utilizando el programa 
Stereolnvestigator con los mismos parametros descritos anteriormente.
6.6. Cuantificacion de la densidad de espinas dendnticas en CAl 
del hipocampo
6.6.1. Inyecciones intracelulares de Amarillo Lucifer
Las ratas se anestesiaron con pentobarbirtal (0,04 mg/kg) y fueron perfundidas
transcardlacamente con 100 ml de salino seguido de 300 ml de paraformaldehido al 4%
(0,1 M, pH 7,4) en tampôn fosfato 0,1 M.
Los cerebros fueron extraldos del craneo, codificados y postfijados en la misma 
soluciôn durante 24 horas.
Utilizando un vibratomo, se realizaron secciones coronales de 150 pm que fueron 
pre-marcadas con 10-5 M 4-6 diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma D9542).
El método de inyecciôn celular consistiô en inyectar individualmente células del
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tercio posterior del hipocampo dorsal izquierdo (anteroposterior -3.8 to -4.3 mm desde 
Bregma (Paxinos y Watson, 1982) con Amarillo Lucifer al 4% (CH, Aldrich) en LiCI 1M (pH 
7,4) (Lacaille y cols, 1987) mediante el paso de una corriente estable hiperpolarizada a 
través del electrode (0,5 a -  1,0 nA). Dicha corriente se aplicô hasta que el extreme distal 
de cada neurona quedô fluorescente.
Este protocolo ha side descrito en mas detalle en varies trabajos previos (Buhl y 
Schlote, 1987;Einstein, 1988;Elston y cols, 1997).
6.6.2. Procesamiento del tejido
Tras la inyecciôn, las secciones fueron procesadas con un anticuerpo frente a
Amarillo Lucifer (1:400000 en soluciôn de conservaciôn (2% albùmina de suero bovine 
(Sigma A3425), % Tritôn X-100 (BDH 30632), 5% sucrosa en tampôn fosfato 0,1 M).
Después, se aplicô el anticuerpo secundario Alexa 488 (Chemicon, 1:1000) durante 
4 horas.
Las secciones se montaron en portaobjetos con reactive ProLong Gold (Invitrogen, 
Eugene, OR) y se dejaron durante 24 horas en una sala oscura a temperatura ambiente 
hasta que el medio de montaje hubiera solidificado.
6.6.3. Cuantificacion de la densidad de espinas
Las dendritas se trazaron con ayuda del programa Neurolucida (Neurolucida 7,1;
MicroBrightfield, Inc., Williston, VT) acoplado a un microscopio Olympus (BX51), utilizando 
un objetivo de lOOx (Oil, NA 1,30, distancia de trabajo 60 pm).
En el experimento se cuantificaron las dendritas apicales y basales del ârea CA1 
del hipocampo (localizadas en el stratum radiatum y en el stratum oriens, 
respectivamente).
La densidad de espinas dendriticas de las neuronas del area CAl se déterminé 
trazando para cada neurona (5 neuronas de cada rata), una dendrita basai con todas sus 
ramas y dos dendritas oblicuas apicales con todas sus ramas, hasta los extremos distales, 
marcando las espinas durante el trazado. Se incluyeron todas los tipos de espinas en el 
contaje y no se utilizaron factores de correcciôn.
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Los datos fueron exportados al programa Neurolucida Explorer (MicroBrightField 
Inc., Williston, VT) para realizar el anâlisis cuantitativo.
La densidad de espinas fue calculada en cada nivel de ramificaciôn tanto para 
dendritas apicales como basales, dividiendo el numéro de espinas de cada segmente por 
la longitud de dicho segmente.
7. Anâlisis esta4îsticos
Todos los resultados se presentan como la media ± errer estândar.
Para evaluar la normalidad de los grupos se utilizô la prueba de Kolmogorov- 
Smirnov. Para muestras normales, la comparaciôn de mâs de dos grupos se llevô a cabo 
usando anâlisis de varianza (ANOVA) de doble via o de una via (segùn procediera), 
seguidos por pruebas de comparaciones a posteriori como el test de Tukey y el test de 
Dunnet. En el case de que los grupos muestrales no se distribuyeran normalmente, se 
realizaron test no-paramétricos como el Kruskal-Wallis. Para la comparaciôn de dos 
grupos entre si, se aplicô el test t de Student o bien la prueba de Mann-Whitney. Para 
estudiar la posible existencia de correlaciones, se utilizô el test de Pearson. La 
significaciôn se aceptô cuando p<0,05.
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Una vez que los animales llegaron al animalario se les dejô dos semanas de 
aciimataciôn, y, posteriormente, se evaluaron sus niveles de ansiedad en el LCE. Los 
animales fueron clasificados en très grupos expérimentales, en funciôn del tiempo que
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permanecieron en los brazos abiertos del aparato, de modo que los grupos extremos 
diferian 2 veces la desviaciôn estândar por encima o por debajo del valor medio de 
ansiedad obtenido para el grupo de intermedios.
Una semana después de su evaluaciôn en el LCE, se procediô a realizar las 
diferentes pruebas conductuales.
8.1. Carûcterizûcion del modelo de ansiedad
En primer lugar se evaluaron distintos parametros bioquimicos y conductuales, con 
el fin de establecer las diferencias basales que pudieran existir entre los grupos de 
ansiedad en los que dividimos cada lote de animales atendiendo a su reactividad medida 
en el LCE.
- Animales muy ansiosos o HA (del inglés high anxiety)
Animales de ansiedad intermedia o lA (del inglés intermediate anxiety)
Animales poco ansiosos o LA (del inglés low anxiety)
Grupos expérimentales: (ver Esquema 2)
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C a r a c te r is t ic a s
b io q u im ic a s :
C a r a c te r is t ic a s
c o n d u c tu a le s :
-Corticosterona
basal
-Glucosa basal
-MRs
-GRs
-NCAM
-PSA-NCAM
-PRO
-LAM
-CMC
-CMT
L Corticosterona 
Glucosa
L CLO + Busp 
L CMT + Busp 
L IL + Busp
-Efecto del vehiculo 
-ADX
O tros
}
f a r n S S i c o s  G ru pos  d e  ans ie dad
Pre-Expuestos 
No Pre-Expuestos
ADX
Sham
Intactos
Buspirona
Vehiculo
Vehiculo
Intactos
>
HA
lA
LA
HA
lA
LA
Esquema 2. Grupos expérimentales correspondientes al apratado 8.1.
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8.1.1. Caracteristicas bioquimicas
Niveles basales de corticosterona en plasma medidos mediante la técnica de RIA 
Niveles basales de glucosa en plasma
Niveles basales de receptores cerebrales tanto en hipocampo como en corteza, 
medidos mediante la técnica de ELISA:
• GRs
• MRs
• NCAM
• PSA-NCAM
Estes valores de receptores cerebrales se obtuvieron del lote utilizado como control 
del estrés en animales jôvenes. Este nos permitiô optimizer el numéro de ratas usadas en 
este trabajo, ya que el diseno de los grupos expérimentales nos obligaba a manejar un 
numéro de animales muy elevado por experimento, con los problèmes que esto supone a 
nivel ético y practice.
8.1.2. Caracteristicas conductuales y cognitivas
Los animales utilizados para estudiar el aprendizaje y la memoria especial tanto en
el LAM como en la PRO en condiciones basales pertenecen al grupo ‘Control’ que se 
dejarîan envejecer en paralelo a los animales estresados de la segunda parte de este 
trabajo (ver Esquema 5).
El resto de expérimentes se llevô a cabo con lotes independientes de animales tal 
y como puede comprobarse en el Esquema 4.
Todos los animales fueron clasificados previamente en el LCE.
Las baterlas de pruebas conductuales llevadas a cabo fueron:
" Efecto del rasgo de ansiedad en el laberinto acuàtico de Morris (LAM):
2 dîas de entrenamiento: 120 segundos por ensayo 
Prueba de memoria 24 horas después: 90 segundos
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■ Efecto del rasgo de ansiedad en la prueba de reconocimiento de objetos (PRO)
Habituaciôn: 5 dias/5 minutos
Entrenamiento: 30 segundos de exploraciôn de los objetos -  3 minutos maximo 
Prueba de memoria: 3 minutos 
" Efecto del rasgo de ansiedad en ei condicionamiento de miedo al contexto (CMC) 
Entrenamiento
Prueba de memoria 24 horas después del entrenamiento 
Extincincion de la memoria 1 semana después: 3 sesiones consécutives
■ Efecto del rasgo de ansiedad en ei condicionamiento de miedo al tono (CMT)
Entrenamiento
Prueba de memoria 48 horas después del entrenamiento
■ Evaluaciôn de los niveles de corticosterona y giucosa tras el entrenamiento del 
CMT
Entrenamiento
Extracciôn de sangre de la cola inmediatamente después del entrenamiento 
" Modulacion del estado de ansiedad tras ia administracion de buspirona
Inyecciôn subcutânea de buspirona
Evaluaciôn de la ansiedad en la CLO una hora después del tratamiento
■ Modulaciôn de ia memoria emocional en ei CMT tras la administracion de
buspirona antes del entrenamiento
Inyecciôn subcutânea de buspirona
Entrenamiento
Prueba de memoria 48 horas después del entrenamiento
Reevaluaciôn de la memoria una semana después de la ultima prueba de memoria
■ Estudio dei efecto de ia administraciôn de vehicuio (salino) en los niveles de
corticosterona y glucosa
Inyecciôn subcutânea de vehiculo
Extracciôn de sangre de la cola una hora después de la inyecciôn 
" Efecto de la adrenalectomia en ia ansiedad y en ei CMT
Adrenalectomia de los animales
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Evaluaciôn en la CLO tras 10 dîas de recuperaciôn post-operatoria 
Entrenamiento del CMT
Prueba de memoria emocional 48 horas después del entrenamiento 
Reevaluaciôn de la memoria emocional una semana después de la ultima prueba 
de memoria
Extracciôn de sangre de la cola inmediatamente después de la prueba de memoria
" Estudio dei efecto de ia ansiedad en el fenômeno de inhibiciôn latente y su 
modulaciôn mediante la administraciôn de buspirona
Administraciôn de los tratamientos
Pre-exposiciôn al tono una hora después del tratamiento 
Entrenamiento 24 horas después de la pre-exposiciôn 
Prueba de memoria 48 horas después del entrenamiento
8.2. Efecto del rasgo de ansiedad en la vulnerabilidad al estrés y 
al deterioro cognitivo asociado al envejecimiento
En esta segunda parte, quisimos estudiar si las diferencias basales que habiamos 
encontrado, tanto a nivel conductual como bioqulmico, hacla que los animales HA, IA y LA 
difirieran fisiolôgicamente en sus respuestas a un protocolo de estrés crônico impredecible, 
asi como al efecto deletéreo del envejecimiento sobre las capacidades cognitivas de los 
animales y los niveles de receptores cerebrales evaluados.
Todos los animales fueron clasificados en el LCE en HA, IA y LA.
Grupos expérimentales: (ver esquema 3)
Grupos de edad Grupos de ansiedad
Jôvenes
Estrés
Control
Viejos
Esquema 3. Grupos expérimentales de! apartado 8.2.
HA
IA
LA
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8.2.1. Caracteristicas bioquimicas
Cuando finalize el protocolo de estrés, todos los animales, tanto los estresados 
como los contrôles, fueron sacrificados para obtener la sangre del tronco y los cerebros, 
que fueron diseccionados en fresco para analizar en el hipocampo y la corteza prefrontal 
los niveles de:
Niveles de corticosterona en plasma medidos mediante la técnica de RIA:
• Extracciôn de sangre de la cola el primer dia del ECI (grupo E-J)
• Extracciôn de sangre de la cola tras una semana de ECI después de la 
plataforma elevada (grupo E-J)
• Extracciôn de sangre de la cola la tercera semana del ECI a très tiempos 
(grupo E-V): 0 minutos (antes del estrés), tras 30 minutos de estar en el 
cepo, 90 minutos (una hora después de haber salido del cepo). Al grupo 
E-C se les sacô sangre a los mismos tiempos.
• Obtenciôn de sangre del tronco tras el sacrificio
Niveles basales de receptores cerebrales tanto en hipocampo como en corteza, 
medidos mediante la técnica de ELISA:
GRs 
MRs 
NCAM 
PSA-NCAM 
FGF 
FGF-R1
8.2.2. Caracteristicas conductuales y cognitivas
El grupo experimental ‘Joven’ no fue sometido a ninguna prueba conductual para
evitar que el aprendizaje pudiera modular la expresiôn de alguna de las moléculas 
anteriormente mencionadas. Solamente se les sacô sangre de la cola a los animales 
estresados el primer dia del estrés, cuya prueba consistiô en un entrenamiento de CMT 
(valores que nos servirlan para obtener los niveles de corticosterona implicados en dicho 
paradigme), y a la segunda semana del estrés tras 1 hora en la plataforma elevada.
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El diseho experimental llevado a cabo fue el siguiente
Estrés crônico impredecible (ECI)
28 dias consécutives
Recordatorios de estrés 1 vez al mes al grupo de animales estresados que se dejô 
envejecer
Todos los animales fueron pesados durante y después del ECI para comprobar el
efecto del ECI en la ganancia de peso de los animales
Sacrificio de ios animales jôvenes
Tras finalizar el ECI
Efecto del ECI en el laberinto acuàtico de Morris (LAM): 3 meses
2 dias de entrenamiento: 120 segundos por ensayo
Prueba de memoria 24 horas después: 90 segundos
Efecto dei ECi en la prueba de reconocimiento de objetos (PRO): 4 y 11 meses de 
edad
Habituaciôn: 5 dias/5 minutos
Entrenamiento: 30 segundos de exploraciôn de los objetos -  3 minutos mâximo 
Prueba de memoria: 3 minutos 
Reevaluaciôn de ios niveles de ansiedad: 5 meses de edad 
Caja luz-oscuridad: 5 minutos
Campo abierto dos semanas después de la CLO: 10 minutos
Efecto del estrés crônico en ia prueba de aiternancia espontànea (PAE): 20
meses de edad 
5 minutos
Efecto dei estrés crônico en la prueba de localizaciôn de objetos (PLO): 22
meses de edad
Habituaciôn: 5 dias/5 minutos
Entrenamiento 24 horas después de la habituaciôn: 3 minutos 
Prueba de memoria 8 minutos después del entrenamiento: 3 minutos 
Sacrificio de ios animales viejos: 24 meses
Material y Métocjos
En el siguiente esquema puede comprobarse el diseno experimental seguido en 
este trabajo para la realizaciôn de esta primera parte. Como se puede observer, los niveles 
de ansiedad de todos los animales fueron primeramente evaluados en el LCE y una 
semana después comenzaron sus respectives protocoles. Cada color indica un grupo de 
expérimentes y cada Irnea horizontal représenta un lote diferente de animales.
7d
' Sangre de la cola
Corticosterona
CMC
CMT
0.4 mA , 8  min
24 h
Sangre de la cola ^  W
CLO y F -v h  ih
—  ^  -s -Buspirona — —
l -^lntactos u
Corticosterona
CMT -< -Buspirona — —  ^
^  -Intactos
0.4 tn4
1 h 4 8 h  7 d
LCE
1 h Glucosa
'\/h  Sangre de la cola V
Corticosterona
IL ^ r - v h ,0  w -Buspirona
0.4 mA
r*Intactes
3 veces
0.4 m4
5min Sangre de la Glucosa
cola
Corticosterona
Esquema 4. Diseno experimental de la Primera Parte: caracterizaciôn del modelo de ansiedad
LCE (laberinto en cruz elevado), CMC/T (condicionamiento del miedo al contexto/al tono), IL (inhibiciôn
latente), ADX (adrenalectomia), Vh (vehiculo)
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Extracciôn de sangre 
1*y3*sem
QrupoMtrés
Corticosterona
Bioquimica
Extracciôn de sangre 
3* sem
Corticosterona
22 meses 
de edad
5 meses 20 meses 
de edad
4 meses 11 meses4 meses 4 meses 
de edad de edad
Si
y  CorticosteronaExtracciôn de sangre 
3* sem
Corticosterona
Bioquimica
E s q u e m a  5. Diseno experimental de la Primera Parte: Efecto del rasgo de ansiedad en la vulnerabilidad al estrés y 
al deterioro cognitivo asociado al envejecimiento
LCE (laberinto en cruz elevado), LAM (laberinto acuàtico de Morris), PRO (prueba de reconocimiento de objetos), 
CLO (caja luz-oscuridad), PAE (prueba de aiternancia espontànea), PLO (prueba de localizaciôn de objetos).
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Estu4io 4el efecto cjel FGL sobre el gpren4iza[e espacigi y la plastici4a4 
sinaptica. Posible papel neuroprotector frente al 4^ho in4uci4o por el 
estrés crônico.
Grupos expérimentales: (ver esquema 6)
Grupos
farmacolôgicos
Efecto del FGL en el LAM
Efecto del FGL en la densidad de 
espinas dendriticas
Efecto neuroprotector del FGL 1 Estrés
r  Control J
Vehiculo
FGL
Esquema 6. Grupos expérimentales correspondientes al apartado 2
8.3. Efecto del FGL en el aprendizaje y la memoria espacial
En esta parte évaluâmes el efecto de la administraciôn subcutânea de FGL, un 
péptido mimético de NCAM, en el aprendizaje y la memoria espacial en el LAM.
El protocolo seguido fue:
■ Administraciôn del tratamiento: 5 y 2 dîas antes del LAM
■ Efecto del FGL en el LAM
Entrenamiento: 4 ensayos de 120 segundos durante dos dîas
Prueba de memoria: 24 horas tras el entrenamiento se realizô un ensayo de 90
segundos
8.4. Efecto de la administracion de FGL sobre el numéro de 
espinas dendriticas en CAl del hipocampo
Puesto que se piensa que las espinas dendriticas se encuentran mediando la 
plasticidad sinâptica que subyace a los procesos de aprendizaje y memoria (Hayashi y
y Alëtocios
Majewska, 2005), estudiamos el posible efecto del tratamiento con FGL sobre la densidad 
de espinas en el hipocampo.
El protocolo seguido fue:
■ Administraciôn del tratamiento: 5 y dos dias antes del sacrificio 
" Sacrificio de los animales
• Realizaciôn de técnicas bioquimicas para ei marcaje y cuantificaciôn de espinas 
dendriticas
8.5. El FGL previene el dano cognitivo inducido por estrés y 
asociado al envejecimiento
Una vez comprobado que el FGL era capaz de mejorar las capacidades de 
aprendizaje, quisimos comprobar si la administraciôn del mismo durante un paradigma de 
ECI en la edad adulta era capaz de prévenir las alteraciones cognitivas y/o moleculares
asociadas al mismo cuando estos animales llegaban a la vejez.
El diseho experimental fue el siguiente:
■ ECi: 12 meses de edad
28 dias
Administraciôn del tratamiento 2 veces por semana
Recordatorios de estrés cada 15 dias a los animales estresados
Todos los animales fueron pesados durante y después del ECI para comprobar el
efecto del ECI en la ganancia de peso de los animales
■ Estudio dei efecto neuroprotector del FGL en el LAM: 18 meses de edad
Entrenamiento: 3 dias, 3 ensayos cada dia de 90 segundos 
Prueba de memoria: 24 horas tras el entrenamiento se realizô un ensayo de 60 
segundos 
" Administraciôn de BrdU
3 semanas después del LAM
■ Perfusiôn de ios animales
3 semanas después
V M étocios
Anâlisis inmunohistoqufmico de los cerebros
A continuaciôn se muestra un esquema del diseho experimental de esta segunda parte.
Vehiculo FGL
A ) V  y *
QnipoMtr4«
12 meses 28 d
Grapo Contre*
/  \
Vehiculo FGL
B)
6 meses
18 meses 
de edad
2 meses
BrdU
3 sem
RIP Bioquimica
3 meses y-
Vehiculo FGL
RIP Bioquimica
E s q u e m a  7. Diseno experimental de la Segunda Parte. A) Prevenciôn del dano cognitivo inducido por el estrés 
crônico. B) Efecto del FGL sobre la densidad de espinas dendriticas en el hipocampo.
LCE (laberinto en cruz elevado), LAM (labertinto acuàtico de Morris).
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IV.

Resultados
1. Qj-acterizgciôn del modelo de gnsiedad y estudio de la 
vulnerabilidad al dano inducido por el estrés crônico y /o  
asociado al envejecimiento
1.1. Caracterizaciôn del modelo de ansiedad
Antes de iniciar cada abordaje experimental los animales fueron clasificados en 
funciôn del tiempo que permanecieron en los brazos abiertos del aparato en HA, IA y LA.
EPM
□  HA
□  IA
□  LA
m25 T
â  20-
® 15 ■
â
.1 10-  »-
^  5 --
* *
J
F ig u ra  12. Porcentaje de tiempo en los brazos abiertos 
del EPM. HA(IO), IA (10). LA (11). •**p<0,001, **p<0.01 
vs HA, innip<0,001 vs IA.
En la Figura 12 se muestra un ejemplo de cômo se comportan los très grupos de 
ansiedad de los que partîmes para cada experimento en el LCE. Como se observa, tanto 
los LA como los IA difieren significativamente de los HA (F2,28=39,48, p<0,001), lo que fue 
confirmado por el anâlisis a posteriori (LA-HA, p<0,001; LA-IA, p<0.001; lA-HA, p=0,007).
1.1.1. Caracteristicas bioquimicas
> Niveles basales de corticosterona
A los animales previamente clasificados por su ansiedad se les extrajo sangre de la
cola para analizar sus niveles basales de corticosterona.
El ANOVA de una via mostrô diferencias significativas entre los niveles de 
corticosterona de los grupos de ansiedad (F2,51=15,138, p<0,001). El anâlisis a posteriori 
confirmé que la corticosterona de las ratas LA era significativamente mayor que las de las 
ratas HA (p=0,001) y que la de las ratas IA (p=0,001), no habiendo diferencias entre estos 
dos ùltimos.
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30 - - -  
20 ■ -  -
□ HA
□ lA
□ LA
Figura 13. Niveles de corticosterona basales. HA(17), lA (16), 
LA (19). **p=0,001 LA vs HA. mip<0,001 LA vs lA.
A! hacer la regresiôn entre la cantidad de corticosterona medida y el porcentaje de 
tiempo que las ratas pasaron en los brazos abiertos del LCE, parametro que se utilize para 
clasificarias en HA, lA o LA, se obtuvo una correlacion positiva altamente significative 
(r=0,5482, p<0,001), indicando que los animales que tuvieron un comportamiento menos 
ansioso en el LCE, es decir, pasaron un mayor porcentaje de tiempo los brazos abiertos, 
presentaban una mayor concentracion de corticosterona circulante en condiciones basales.
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Corticosterona basal (ng/ml)
120 140
Figura 14 . Correlacion entre el porcentaje de tiempo en los brazos abiertos del 
LCE y los niveles plasmaticos de corticosterona en condiciones basales.
> Niveles basales de glucosa
Los niveles de glucosa fueron medidos inmediatamente despues de realizar el
code en la cola. El ANOVA no encontro diferencias significativas entre los tres subgrupos 
de animales al analizar este paramétré (F2,29=0,45, n.s.).
128
Result^cjos
Glucosa basal
110  n
100 ■
T
—  T
90 ■
□  HA
80 -------- ----------n iA
70 ■ 
60 - 
50 -
------- ----------□  LA
Figura 15. Niveles basales de glucosa en plasma. HA (10), lA 
(10). LA (10).
> Niveles basales de GRs, MRs, NCAM y PSA-NCAM
Como ya se ha explicado en el diseho experimental (ver pagina 105), estos valores
corresponden al lote de animales que a su vez sirve de control para el grupo de animales 
jôvenes estresados, pero aportan también un dato mas a la hora de caracterizar 
fisiolôgicamente nuestro modelo de ansiedad como paso previo al estudio exhaustive de 
sus capacidades de aprendizaje y memoria y la modulaciôn tante conductual como a nivel 
cerebral de distintas situaciones como el estrés crônico o el envejecimiento.
• Hipocampo
Con respecte a los dates obtenidos a partir de homogenados de hipocampo, no se 
han encontrado diferencias significativas entre los grupos ni en los niveles de MR 
(F2,27=1.33, n.s.), ni en los de NCAM (F2,28=1.56, n.s.) o PSA-NCAM (F2.29=1,16, n.s.) (ver 
la Figura 15). Ùnicamente se observé una tendencia en los valores de GRs a que los 
animales LA expresen mâs receptores de glucocorticoides en el hipocampo que los HA 
(F2,29=3,24; p=0,055). Cuando comparâmes ùnicamente los extremes de la poblaciôn, la 
tendencia entre HA y LA se hace significativa (p=0,043) en cuanto a la expresiôn de GRs 
en el hipocampo.
• Corteza frontal
Aunque los niveles de MRs en la corteza frontal no se vieron afectados por la 
ansiedad, el ANOVA indicé una tendencia a que los animales mas ansiosos expresaran 
mayor cantidad de receptor de mineralocorticoides que los lA (F 2 ,27=3 ,11; p=0,062). En el
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caso de NCAM también hay una tendencia a la significacion (F2,29=2,99; p=0,067), siendo 
los animales HA los que mostrarlan niveles mas bajos de NCAM en comparaciôn con los 
LA. Cuando comparamos ùnicamente los extremos de la poblaciôn dicha la tendencia 
entre HA y LA se hace significativa (p=0,012). Con respecto a los valores de PSA-NCAM 
no aparecieron diferencias en la expresiôn de esta molécula en funciôn de los niveles de 
ansiedad de los animales (F2,29=1.52; n.s.).
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F ig u ra  15. Niveles de receptores hipocampales. A) Niveles de GRs (HA=10, IA=11, LA=9); B) Niveles de MRs (HA=9, 
IA=10, LA=10); C) Niveles de NCAM (HA=9, IA=10, LA=10); C) PSA-NCAM (HA=9, IA=11, LA=10).
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F ig u ra  16. Niveles de receptores corticales. A ) Niveles de GRs; B ) Niveles de MRs (HA=8, IA=11, l_A=10); C ) Niveles de 
NCAM (HA=10, IA=11, LA=9); C) PSA-NCAM (HA=10, IA=10, LA=10).
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1.1.2. Evaluacion conductual y cognitiva
> Efecto del rasgo de ansiedad en la prueba de reconocimiento de objetos
Una prueba dependiente de hipocampo es la PRO, en la que las ratas tienen que
reconocer un objeto novedoso trente al familiar. La medida de la memoria se hace a partir 
del Indice de Discriminaciôn (ID). Se considéra que un ID inferior a 0,2 indica que el animal 
présenta un déficit a la hora de realizar dicha prueba.
El ANOVA no mostrô diferencias significativas entre los grupos de ansiedad en la 
ejecuciôn de esta tarea (F2,30=0,79, n.s.).
“  O H A
Prueba de reconocimiento de objetos a ia
OLA
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0,70 ■
0,60 -
0,50 ■
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0,30 -
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0.00 -
Figura 17. indice de discriminaciôn (ID) obtenido en la PRO. 
HA (10). iA (11). LA (10).
> Efecto del rasgo de ansiedad en LAM
Una de las pruebas mas utilizadas en roedores para evaluar el aprendizaje y la
memoria espacial es el LAM.
• Entrenamiento: 3 ensayos de 120 segundos durante 2 dias
El paramétré que hemos utilizado para analizar el efecto del rasgo de ansiedad en
el aprendizaje espacial es la distancia recorrida por los animales hasta alcanzar la
plataforma escondida en cada ensayo. El ANOVA de medidas repetidas de las distancias
no evidenciô un efecto de la ansiedad en el proceso global de aprendizaje a lo largo de los
ûltimos 5 ensayos (F2,29=253,78, n.s.). Sin embargo, es importante analizar de forma
independiente el 4° ensayo, puesto que se trata del primer ensayo del segundo dîa de
entrenamiento y puede considerarse la primera prueba de memoria. En este caso, el
ANOVA mostrô un efecto de la ansiedad (F2,29=4,61, p=0,019), confirmando el post-hoc
que las ratas menos ansiosas recorrieron una distancia menor que las HA (p=0,027) y que
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las IA (p=0,042), y por tanto recordaban mejor la posiciôn de la plataforma sumergida que 
habian aprendido el dia anterior.
Aprendizaje espacial
HA
IA
LA
3000 r
2500 ■-
■§
2000 ■ -  -;
1500 --
S
3 1000 - -
S
500 --
62 3 4 51
Ensayo
Figura 18. Distancia recorrida a la plataforma escondida durante el aprendizaje 
espacial en el LAM. HA (11), IA (10). LA (9) 
xp<0.05 todos los grupos vs LA.
En el resto de los para metros (ver Tabla 1) no se encontraron diferencias entre los
grupos.
Grupo 1 2
Ensayo
3 4 5 6
HA 86,66 + 1,80 41,14 ± 8,96 50,14 ±8,94 74,67 ± 4,30 35,88 ± 3,84 31,11 ± 11,02
IA 73,73 ± 7,44 59,96 ± 8,31 51,47 ± 10,26 66,86 ± 7,22 30,93 ± 8,63 33,89 ± 9,84
LA 78,16 ±4,97 51,91 ±8,79 45,93 ± 9,94 56,11 ±9,38 28,96 ± 10,29 17,83 ±8,41
Tabla 2. Porcentaje de tiempo nadado en zona periférica del laberinto en el aprendizaje del LAM. Los valores 
representan la media ± el E.M.E. HA (11), IA (10), LA (9)
• Prueba de memoria: un ensayo de 90 segundos
No se encontraron diferencias en ninguno de los parâmetros medidos, ni durante
los 90 segundos que duré la prueba ni durante los 30 primeros segundos, ventana de
tiempo que suele analizarse de forma independiente puesto que se ha viso que en
ocasiones los animales al no localizar la plataforma tienden a cambiar de estrategia,
flotando o buscando en otros lugares, por lo que los datos de los 90 segundos en
ocasiones pueden resultar confusos. También se midiô un ârea de unos 20 centimetres
(denominada AP, de ‘ârea airededor de la plataforma’) en torno a donde estaba situada la
plataforma durante el entrenamiento ya que es una buena medida del recuerdo que los
animales tienen de la ubicaciôn de la misma.
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Prueba de memoria -  30 segundos
Pardmctro HA
ôrupo
IA LA
% Tiempo en el exterior de la piscine 51,85 ±9,76 45,75 ±8,73 43, 20 ±11,52
% Tiempo en Q1 23,56 ±3,19 23,13 ±3,95 29,04 ± 5,74
%AP 4,17± 1,11 3.88 ±0,93 4,93 ±1,45
Q1/Q1+Q3 0,87 ±0,15 1,02 ±0,36 1,48 ±0,47
Tabla 3. Resultados de la prueba de memoria en el LAM durante los primeros 30 
segundos de prueba. Los valores representan la media ± el E.M.E. HA (11), IA (10), LA 
(9). 01 es el cuadrante diana y 03  el cuadrante opuesto a este. AP es el ârea de 20 cm 
airededor de la olataforma.
> Efecto del rasgo de ansiedad en el CMC
El CMC es una prueba de aprendizaje que se utiliza para evaluar la funcionalidad
del hipocampo. En nuestro experimento, 24 horas después del entrenamiento los animales 
se reexpusieron al contexte donde habian recibido las descargas para evaluar su memoria.
CMC
□  HA
□  IA
□  LA
100 T
I(0
M
I
-g
I
80 -
U t
Entrenamiento Memoria 24h
Figura 19. Porcentaje de 
tiempo de inmovilizaciôn en el 
CMC durante el
entrenamiento y durante la 
prueba de memoria realizada 
24 horas después.
HA(11), IA (11). LA (11)
No se encontraron diferencias en el porcentaje de tiempo de inmovilizaciôn en el 
entrenamiento (F2.32=0,17, n.s.) ni en la prueba de memoria realizada al dîa siguiente 
(F 2,32=0 .77 , n.s.).
Posteriormente se llevô a cabo un protocole de extinciôn del condicionamiento del 
miedo reexponiendo a las ratas de nuevo al contexte dos veces mas. Se dejô una hora de 
intervale entre cada prueba para comprobar si la ansiedad intrlnseca de los sujetos influia 
significativamente en las capacidades de los animales para reaprender que el contexte ya 
no era nocive para elles.
134
Résultée! OS
Exfncion del CMC
□  HA
□  IA
□  LA
100
I 80 
Ë
I  6 0 4 -
<u 40 —
U
T
1 ---------
- . t .
T
r
Y
Sesiôn 1
V
Sesiôn 2
Y
Sesiôn 3
F ig u ra  20. Porcentaje de tiempo de inmovilizaciôn durante la extinciôn del CMC. 
HA (11), IA, (11), LA (11).
El ANOVA de medidas repetidas no evidenciô el efecto significative de la ansiedad 
en la extinciôn de la conducta de miedo (F2.3o=0,05, n.s.). Sin embargo, si analizamos cada 
grupo de ansiedad por separado encontramos que tanto los HA (F i.io=41,02, p<0,001), 
como los IA (F i,10=15,2, p=0,003) y los LA (Fi io=27,4, p<0,001) eran capaces de 
reaprender a lo largo de las sesiones de extinciôn y disminuir su respuesta de miedo en 
cada reexposiciôn. Si aplicamos un ANOVA de una via dentro de cada sesiôn de extinciôn, 
sôlo aparece una tendencia cercana a la significaciôn en la 3® sesiôn (F2,32=2,91, p=0,07).
> Efecto del rasgo de ansiedad en el CMT
Condicionamiento de! miedo al tono
Tal y como se observa en la Figura 21, no hubo diferencias entre los grupos de
ansiedad en el porcentaje de tiempo que los animales permanecieron inmôviles durante el
entrenamiento (F 2 ,26=0,45, n.s.). Sin embargo en la prueba de memoria realizada 48 horas
después, los animales menos ansiosos mostraron una mayor condicionamiento al tono
asociado a la descarga que los animales mâs ansiosos (F 2 ,2 5 = 1 2,30, p<0,001) El anâlisis a
posteriori revelô que tanto las ratas LA (p<0,001), como las IA (p=0,007) permanecieron
significativamente mâs tiempo inmôviles que las HA.
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CMT
□  HA
□  IA
□  LA
100 T
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Entrenamiento Memoria 24h
Figura 21. Porcentaje de tiempo de inmovilizaciôn durante el 
CMT. HA(9), IA (8). LA (10). ***p<0.001 vs HA, **p<0.01 vs HA
Valoraciôn de los niveles de corticosterona plasmàtica tras el entrenamiento en el CMT
A un grupo de ratas clasificadas por sus niveles de ansiedad, se les tomô sangre
de la cola tras el CMT.
Los resultados obtenidos apuntaron a un efecto tanto del tiempo (F3,121 =64,53, 
p<0,001) como de la interacciôn entre el efecto del tiempo y de la ansiedad (Fe,121=6,71, 
p=0,002) sobre la liberaciôn de corticosterona, no asi de la ansiedad (F2,121=0,55, n.s.). 
Después del entrenamiento, los niveles de corticosterona plasmàtica se incrementaron con 
respecto a los niveles basales tanto inmediatamente después, como a los 30 minutos 
(p<0,001 para ambos). Sin embargo, transcurridos 90 minutos desde el entrenamiento la 
corticosterona ya parece haber recuperado los niveles basales. El test de Dunnet realizado 
a posteriori nos confirma el hecho de que en el minute 0 los tres grupos de ansiedad 
difieren con respecto a sus niveles de corticosterona basales (p<0,001 para todos los 
grupos) y que a los 30 minutos del entrenamiento todos los grupos continûan sin haber 
vuelto a sus niveles basales. Sin embargo, los animales LA han sido los mâs eficaces en la 
retroalimentaciôn del eje ya que son los unices en los que sus niveles de corticosterona a 
los 30 minutos han descendido lo suficiente como para diferir de los obtenidos tras el 
entrenamiento (p=0,019).
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Figura 22. Niveles de corticosterona 
basales y después del entrenamiento 
en el CMT. Basai: HA(17). IA (16). LA 
(19); 0 min: HA(10),A (10), LA (9); 30 
min: HA(8), IA (9), LA (8); 90 min: 
HA(7), IA (8). LA (10)
+++p<0.001 HA vs basai 
### p<0.001 IA vs basai,
***p<0.001 LA vs basai.
U p<0.05 LA 30 min vs KA basai.
Para révisa r los resultados estadisticos de la corticosterona basai, mirar el 
apartado 1.1.1.
Valoraciôn de los niveles de glucosa en sangre tras el entrenamiento en el CMT
Glucosa
HA
IA
LA
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Figura 23. Niveles de 
glucosa basales y después 
del entrenamiento del CMT. 
Basai: HA(10). IA (10), LA 
(10); 0 min: HA(9),A (9), LA 
(10); 30 min: HA(9), IA (9), LA
(10).
H p<0.05 LA 30min vs LA 
basai.
El ANOVA de dos vfas confirmô un incremento de los niveles de glucosa a lo largo 
del tiempo (F2,77=19,96, p<0,001) asi como un efecto de la ansiedad (p2,77=8,1, p=0,001), 
apuntando a que los animales mâs ansiosos muestran un incremento mayor en los niveles 
plasmâticos de glucosa tras el condicionamiento al tono en comparaciôn con los animales 
de ansiedad intermedia (p=0,001). La interacciôn ‘Ansiedad’ x ‘Tiempo’ no fue significativa 
(F4  77=1,23, n.s.). El test de Dunnet realizado a continuaciôn ijnicamente nos revelô que 
dentro del grupo LA los valores obtenidos a los 30 minutos del entrenamiento difirieron 
significativamente de los niveles basales de dichos animales (p=0,030).
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Evaluacion de la dosis de buspirona a utilizar
Es interesante observar como, dentro del grupo de animales intactos, cada
subgrupo siguiô comportândose segün lo predecible en funciôn de su rasgo de ansiedad.
La Figura 24.a. muestra el tiempo que las ratas estuvieron en el compartimente iluminado,
y por tanto ansiogénico. El ANOVA de dos vias revelô un efecto tanto de la ansiedad
(F2,59=9.68, p<0,001) como de la interacciôn entre los factores (‘Ansiedad’ x ‘Tratamiento’:
F4,59=2,79, p=0,034), pero no del tratamiento (F2,59=0,72, n.s.). Tal y como indicô el anâlisis
a posteriori, los animales intactos que habian sido clasificados como LA en el LCE pasaron
mâs tiempo en el compartimente iluminado que los HA (p=0,019). Si analizamos sôlo en el
grupo HA, el ANOVA nos mostrô un efecto significative del tratamiento (F2,20=6,76,
p=0,041) y el test de Tukey revelô una tendencia cercana a la significaciôn a que las ratas
HA tratadas con buspirona permanezcan mâs tiempo explorando en la zona iluminada de
la caja que las ratas intactas (p=0,055). Con respecto a la latencia a salir a la luz (ver
Figura 24.b.) se constatô que las ratas intactas LA eran menos ansiosas que las HA
(p=0,009) tardando menos tiempo en salir de la zona oscura y explorar el otro lado de la
caja. Asi, el ANOVA de dos vlas mostrô un efecto significativo del factor ‘ansiedad’
(F2,59=8,29, p=0,001), pero no del tratamiento (F2,59=0,85, n.s.) ni de la combinaciôn de
factores (F4  59=1,52, n.s ). Al analizar el numéro de veces que los animales pasaron de la
zona oscura a la iluminada encontramos tanto un efecto del factor Ansiedad’ (F2,59=9,51,
p<0,001), como de la interacciôn ‘Ansiedad’ x Tratamiento’ (F4,59=3,34, p=0,016). El
tratamiento por si mismo no afectô a este parâmetro (F2,59=0,82, n.s ). Asi, los sujetos LA
intactos entraron significativamente mâs veces a la zona iluminada que los HA (p=0,005).
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Figura 24. Evaluacion del efecto de la dosis de buspirona en la CLO. A) Tiempo en el compartimente con luz, B) Latencia a 
salir al compartimente con luz, C) Numéro de entradas al compartimente con luz para cada tratamiento: intactos ( HA(7), lA (8), 
LA (8)), véhiculé (Vh) ( HA(8), lA (8), LA (8)) y buspirona (Busp) ( HA(8), lA (8), LA (7)).
**p<0.01 LA vs HA
Efecto del tratamiento con buspirona antes del entrenamiento del CMT
Entrenamiento del CMT
Ô 100
Figura 25. Porcentaje de tiempo de inmovilizaciôn durante el entrenamiento del 
CMT para los tres grupos de tratamiento y de ansiedad: animales intactos (I): HA
(11) lA (8), LA (11); Véhiculé (Vh): HA (14), I NT (12), LA (10) y buspirona (B): HA 
(7), lA (9), LA (7).
139
Resultqclos
Se inyectô el fàrmaco o el vehiculo 1 hora de introducir a los animales en las cajas 
de condicionamiento para el entrenamiento. Como puede observarse en la Figura 26, el 
porcentaje de inmovilizaciôn de los animales tras las descargas en el entrenamiento no se 
vio afectado ni por el tratamiento (F2,so=2,47, n.s.) ni por el rasgo de ansiedad (F2,8o=2,09, 
n.s.).
Al cabo de 48 horas se realizô la prueba de memoria:
Prueba de memoria del CMT
I Vh B I Vh B I Vh B
Figura 26. Evaluacion del efecto de la buspirona en el porcentaje de tiempo de 
inmovilizaciôn en el CMT para los tres grupos de tratamiento y de ansiedad. 
animales intactos (I): HA (9) IA (12). LA (13); Vehiculo (Vh): HA (12). INT (14), LA
(12) y buspirona (B): HA (6), IA (8), LA (8). ++p<0.01 Buspirona vs intactos, 
+++p<0.001 buspirona vs intactos, Ap<0 05 bupsirona vs Vh.
El ANOVA de dos vias mostrô un efecto significativo del tratamiento en la 
evaluaciôn de memoria (F2,94=27,31, p<0,001) asi como una interacciôn Tratamiento’ x 
‘Ansiedad’ (F4,94=5,12, p=0,001). No se encontrô efecto de la ansiedad (F2,94=0,78, n.s.). 
El anâlisis post hoc revelô que el tratamiento con buspirona antes del entrenamiento indujo 
un incremento en el tiempo de inmovilizaciôn de los animales con respecto a los sujetos 
intactos, afectando a los tres grupos de ansiedad: HA (p<0,001), IA (p=0,005) y LA 
(p=0,004), asi como un efecto favorecedor del fârmaco ansiolitico en el condicionamiento 
con respecto al tratamiento con Vh en los LA (p=0,01). Sin embargo, en los IA sôlo hay 
una tendencia cercana a la significaciôn (p=0,059), mientras que no hay diferencias entre 
los HA-Vh y los HA-B. Al analizar lo que ocurre con el grupo de animales intactos, vemos 
que el hecho de que los animales mâs ansiosos condicionen menos se mantiene, siendo 
esta diferencia significativa con respecto a los dos otros dos grupos de ansiedad (HA vs IA:
1
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p= 0,007; HA vs l_A; p=0,002). Estos resultados apuntan a un posible efecto del pinchazo 
en el aprendizaje del CMT en los animales con elevados niveles de ansiedad intrinseca.
Reevaluaciôn de la memoria emocional asoclada al CMT una semana después
En este caso, el anâlisis estadistico sôlo mostrô un efecto significativo del
tratamiento (F2,89=5,49, p=0,006), y una tendencia a la significaciôn en el caso del factor
‘Ansiedad’ (F2,89=3,09, p=0,051) y de la interacciôn de factores (F4.89=2,34, p=0,062). El
anâlisis a posteriori sôlo revelô que las ratas LA tratadas con buspirona permanecian mâs
tiempo inmôviles que las LA intactas (p=0,049).
Prueba de nnemoria del CMT - 1 semana □ IT
B LA
120 T
I Vh B I Vh B I Vh B
Figura 27. Evaluaciôn de! efecto de la dosis de buspirona en el porcentaje de 
tiempo de inmovilizaciôn en el CMT a la semana, para los tres grupos de 
tratamiento y de ansiedad: animales intactos (I): HA (10) IA (11), LA (13); 
Vehiculo (Vh): HA (10), INT (13), LA (11) y buspirona (B): HA (6), IA (7), LA (7). 
+p<0.05 Buspirona vs intactos.
Efecto de la inyecciôn con vehiculo en el estado de ansiedad de los animales
La inyecciôn de vehiculo provocô una bajada general en los niveles de
corticosterona cuando se midieron 1 hora después de la administraciôn (Fi 97=13,90,
p<0,001). También hay un efecto de la ansiedad (F2,97=20,39, p<0,001) y de la interacciôn
entre ambos factores (‘Ansiedad’ x Tratamiento’: F2,97=4,19, p=0,018). El post hoc mostrô
que en el grupo LA existfa una tendencia cercana a la significaciôn a que tras sus niveles
de corticosterona estuvieran disminuidos tras el pinchazo con respecto a los basales
(p=0,069). Cuando analizamos por separado los valores post -  inyecciôn de Vh (F2,50=6,90,
p=0,005), el test de Dunnett apuntô a que las ratas menos ansiosas o LA liberaran mâs
corticosterona que las mâs ansiosas o HA, quedando esta diferencia muy prôxima a la
significaciôn (p=0,052).
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Figura 28. Evaluaciôn del efecto del pinchazo de Vh en la corticosterona (A):
HA (17). lA (18), LA (16) y en la glucosa (B); HA (10) lA (11), LA (10). **p<0.01 
LA vs HA. 1|1jp<0.01 LA vs lA, +<p<0.05 HA post-Vh vs HA basal, ###p<0.001 
post-Vh vs basal.
Con respecto a la glucosa, el ANOVA revelô un efecto del factor ‘Ansiedad’ 
(F2,55=3,47, p=0,038) y de la inyecciôn (F2,55=10,74, p=0,002). El anâlisis posterior mostrô 
una diferencia significativa entre los niveles de glucosa antes y después de la inyecciôn 
para el grupo HA (p=0,034), y una tendencia a la significaciôn entre los animales LA y HA 
post -  inyecciôn de Vh (p=0,094). No se encontrô efecto de la interacciôn de factores 
(‘Ansiedad’ x ‘Inyecciôn’ F2,55=1,31, n.s.).
Ver el apartado 1.1. para comprobar los anâlisis individuales de los valores basales.
> Inhibiciôn latente
Efecto del rasgo de ansiedad en la IL: modulaciôn farmacolôgica
La estadistica revelô un efecto significativo para los siguientes parâmetros;
‘Tratamiento’ (F2,96=4.26, p=0.017), ‘Pre-exposiciôn’ (F2,96=14.93, p<0.001) y una tendencia
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en la interacciôn entre ambos factores (F2,96=2.95, p=0.057). Sin embargo el anâlisis a 
posteriori no evidenciô ninguna diferencia entre los grupos.
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Figura 29. Evaluaciôn del efecto de la buspirona en el porcentaje de tiempo de inmovilizaciôn en el CMT para los 
tres grupos de tratamiento y de ansiedad, tanto pre-expuestos (PE) como no preexpuestos (N-PE): animales 
intactos (I): HA PE (5), N-PE (5); IA PE (6), N-PE (5); LA PE (8) N-PE (8); Vehiculo (Vh): HA PE (6), N-PE (6) INT 
PE (6), N-PE (6); LA PE (8), N-PE (5) y buspirona (Busp): HA PE (8), N-PE (7); IA PE (6), N-PE (6); LA PE (7), N- 
PE (6).
Si dividimos la poblaciôn ùnicamente en dos grupos de ansiedad, obtenemos 
diferencias significativas para el tratamiento (F2,ioi=4,81 p=0,010), el factor “Pre- 
exposiciôn” (F2,101=17,94, p<0,001), la interacciôn “Ansiedad x Pre-Exposiciôn” (F2,101=8,94, 
p=0,003) asi como Tratamiento’ x ‘Pre-Exposiciôn’ (p2,ioi=3,79, p=0,026). No tuvieron 
efecto significativo sobre el tiempo de inmovilizaciôn los siguientes factores: ‘Ansiedad’ 
(Fi,101=1,28, n.s.) ni Ansiedad’ x ‘Tratamiento’ x Pre-exposiciôn’ (p2,ioi=0,57, n.s ). El test 
de Dunnett realizado posteriormente indicô que los animales menos ansiosos tratados con 
buspirona y pre-expuestos al tono condicionaron significativamente menos que los que no 
habian sido pre-expuestos (p=0,016). Al realizar un ANOVA de dos vias con el fin de 
evaluar el efecto de la prueba de la inhibiciôn latente dentro de cada tratamiento se 
observô que, dentro de los grupo tratado con vehiculo hay un efecto significativo tanto la 
ansiedad (Fi,34=6 ,76, p=0,014) como de su interacciôn con la pre-exposiciôn al tono 
(Fi,34=4 ,72, p=0,037). Cuando analizamos el efecto de la buspirona, el ANOVA mostrô un 
efecto del factor Pre-exposiciôn’ (Fi 35=40,87, p<0,001). En este caso los animales pre-
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expuestos al tono permanecieron menos tiempo inmôviles durante la prueba de memoria 
que los que no lo habian escuchado antes, tanto en el caso de las ratas HA (p=0,007) 
como de las LA (p<0,001).
Inhibiciôn latente
100 - r
Intactes
-T . - - - - - T |
- - - p :
Vh
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Busp
Figura 30. Evaluaciôn del efecto de la buspirona en el porcentaje de tiempo de inmovilizaciôn en 
el CMT para los tres grupos de tratamiento tanto pre-expuestos (PE) como no preexpuestos (N- 
PE), dividiendo a toda la poblaciôn en HA y LA,: animales intactos (I): HA PE (8), N-PE (8); LA 
PE (11) N-PE (9); Vehiculo (Vh): HA PE (10). N-PE (9); LA PE (10), N-PE (9) y buspirona (Busp): 
HA PE (11 ), N-PE (10); LA PE (9), N-PE (9). +p<0.05 PE vs N-PE
> Efecto de la adrenalectomia con reemplazamiento de bajos niveles de 
corticosterona en el rasgo de ansiedad
Efecto de la adrenalectomia en la ansiedad
El test de Kruskall-Wallis nos indicô que existe una diferencia significativa en el
tiempo que permanecieron los animales en la parte iluminada de la caja (p=0,001). El test
de Mann-Whitney realizado a posteriori mostrô diferencias significativas entre los animales
LA y HA sham (p=0,003), asi como entre los LA y los IA sham (p=0,011), pasando siempre
mâs tiempo en el compartimente con luz los animales menos ansiosos; también aparece
una tendencia a la significaciôn entre las ratas LA sham y las ADX (p=0,065), tendiendo a
estar menos tiempo en luz los sujetos adrenalectomizados.
También se observô que los animales LA sham tardaron menos tiempo en salir a la
luz que los HA sham (p=0,003) y apareciô una tendencia a la significaciôn entre los LA
sham y los IA sham (p=0,058) en el mismo sentido. Con respecto al numéro de veces que
los animales cruzaron desde el lado oscuro de la caja al compartimente iluminado, de
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nuevo los animales sham menos ansiosos o LA entraron significativamente mâs veces en 
la zona iluminada que los mâs ansiosos o HA (p=0,004), y que los de ansiedad intermedia 
(p=0,016). Para este parâmetro, también hay diferencias significativas entre los LA sham y 
los LA ADX (p=0,042).
Efecto de la adrenalectomia en el CMT
No hubo diferencias entre grupos en el tiempo de inmovilizaciôn en el
entrenamiento para el factor ‘Ansiedad’ (Fi 29=0,05, n.s.), ADX (Fi 29=0,06, n.s.) ni la
interacciôn (Fi,29=0,19, n.s.). Con respecto a la prueba de memoria, el ANOVA de dos vlas
revelô un efecto significativo de la ansiedad (Fi 29=7,85, p=0,002), pero el post hoc no
confirmô diferencias entre ninguno de los grupos analizados.
CMT
□  HA
□  lA
□  LA
100 1
£ 40 --
Sham ADX
Figura 31. % tiempo de inmovilizaciôn durante la prueba de memoria del 
CMT para sham: HA(7), lA (6), LA (7) y ADX: HA (6). lA (4), LA (5).
Reevaluaciôn de la memoria emocional asoclada al CMT una semana después en las 
ratas operadas
Cuando analizamos el porcentaje de tiempo de inmovilizaciôn de las ratas en la 
prueba de memoria realizada una semana después del entrenamiento, encontramos un 
efecto de la interacciôn Ansiedad’ x ‘Adrenalectomia’ (Fi,28=4,05, p=0,029). Las ratas LA 
sham mostraron un mayor Indice de memoria en relaciôn con las HA sham (p=0,006) y las 
IA sham (p=0,045), que permanecieron inmôviles menos tiempo durante la prueba. 
Ademâs, las ratas LA adrenalectomizadas y con bajos niveles de corticosterona son las 
ûnicas que difirieron en el resultado en comparaciôn con las ratas LA del grupo sham 
(p=0,031). No se encontrô efecto de la adrenalectomia (Fi 2 8 =2 ,75 , n.s.) ni de la ansiedad
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(F 1,28-2,71, n.s.).
CMT -  1 semana
□  HA
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Figura 32. Porcentaje de tiempo de inmovilizaciôn durante la prueba de 
memoria del CMT para sham: HA(7), IA (5), LA (8) y ADX: HA (5), IA (5), 
LA (4).**p<0.01 LA vs HA, fp<0.05 LA vs IA, +p<0.05 ADX vs sham.
Valoraciôn de los niveles de corticosterona plasmàtica tras la prueba de memoria a la 
semana de las ratas operadas
Corticosterona
o  HA 
O IA 
O LA
250 -r-
200 - -
  1 5 0 -------
Sham ADX
Figura 33. Niveles de corticosterona tras la prueba de memoria 
realizada 1 semana después del CMT en ratas sham: HA(7), IA (5), LA 
(8) y ADX: HA (5), IA (5), LA (4). ###p<0.001 ADX vs sham
Como puede observarse en la Figura 33, las ratas adrenalectomizadas con pellet 
de corticosterona mostraron niveles de corticosterona muy inferiores a los de las ratas 
sham tras la exposiciôn al tono (Fi 28=92,78, p<0,001), lo que demuestra que la extracciôn 
de las glândulas suprarrenales fue compléta impidiéndose la liberaciôn de corticosterona 
en el grupo ADX tras la exposiciôn a los sujetos a una situaciôn estresante como es el tono.
El ANOVA no revelô efecto del factor "Ansiedad" (F2,28=0.64, n.s.) ni de la
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interacciôn ‘Ansiedad’ x ‘Adrenalectomia’ (F2,28=0,05, n.s.).
1.2. Efecto del rasgo de ansiedad en la vulnerabilidad al estrés y 
al deterioro cognitivo asociado al envejecimiento
1.2.1. Efecto del ECI en la ganancia de peso de los animales
En la Tabla 3 se muestran los valores de la media de la ganancia de peso dentro 
de cada grupo a lo largo de las semanas con respecto al peso inicial, asi como las 
probabilidades de los estadisticos. Como puede observarse en el grupo ‘Jôvenes’, en la 
segunda semana de estrés los animales estresados y contrôles difieren significativamente 
en la ganancia de peso, diferencia que se mantiene hasta el momento del sacrificio. En el 
caso del experimento de animales que se dejaron envejecer, dicha diferencia en la tercera 
semana, recuperando el grupo ‘Estrés’ la media de ganancia de peso 3 semanas después 
de haber concluido el protocole de estrés.
G a n a n d a  d e  peso________
JOVENES
1 2 3 4 5
Estrés 1.07 ±0.005 1.10 ±0.005 1.15 ±0.006 1.19 ± 0.006 1.22 ± 0.008
Control 1.07 ± 0.003 1.12 ±0.005 1.18 ± 0.006 1.22 ± 0.007 1.27 ± 0.008
Probabilidad n.s. 0 034 0.0004 0.0002 0,0003
VIEJOS
1 2 3 4 5 6 7 8
Estrés 1.08 ±0.005 1.11 ± 0.009 1.12 ±0.01 1.10 ±0.01 1.12 ±0.02 1.17 ±0.02 1.21 ±0.02 1.25 ± 0.02
Control 1.08 ±0.003 1.11 ±0.006 1.14 ±0.005 1.21 ±0.009 1.22 ± 0.007 1.21 ±0.01 1.25 ±0.01 1.27 ± 0.11
Probabilidad 0.035 0.0001 0,0002 0 046
Tabla 4. Ganancia de peso para los grupos Estrés y Control. Se représenta la media ± E.M.E asi como las 
probabilidades estadisticas. Los valores dentro del protocole de estrés son los que van de la medida 2 a la 5. 
Jôvenes: Estrés (30), control (33). Viejos: Estrés (30), control (31).
1.2.2. Evaluacion conductual y cognitiva
> Laberinto acuàtico de Morris: 4 meses de edad
Los animales tanto estresados como contrôles fueron entrenados en el LAM
durante dos dias, y su memoria espacial fue evaluada 24 horas después del ultimo
entrenamiento.
Entrenamiento: 3 ensayos de 120 segundos durante 2 dias.
El ANOVA de medidas repetidas de las distancias mostrô diferencias significativas 
en el aprendizaje espacial entre los diferentes grupos (Fi 54=4,47, p=0,016), pero no hay 
diferencias causadas por el estrés (Fi,54=1,67, n.s.) ni efecto de la interacciôn entre 
factores (Fi 54=0,99, n.s ).
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F ig u ra  34. Distancia recorrida a la plataforma escondida durante el aprendizaje espacial en el LAM. Control: HA(11), IA (10), LA (9); 
Estrés: HA(10). IA (10), LA (10)
*p<0.05 vs LA.
Cuando se analizô por separado el grupo ‘Estrés’, no se observô un efecto de la 
ansiedad en el ANOVA de medidas repetidas a lo largo de los dos dias de entrenamiento 
(F2,27=2,87, p=0,070), pero si al analizar el segundo dia por separado (F2,27=3,63, p=0,040). 
Como puede observarse en la Figura 34.a., las ratas LA recorrieron una distancia menor 
para alcanzar la plataforma que las HA tanto en el quinto (p=0,025) como en el ultimo 
ensayo (0,046). Para ver la estadistica de los animales control mirar el experimento 5.
Al analizar el tiempo que los animales nadaron en el ârea mâs prôxima a la pared 
de la piscina, encontramos que en el cuarto ensayo hay un efecto global de la ansiedad 
(F2,54=3,28, p=0,045) que indica que las ratas mâs ansiosas, las HA, nadaron mâs tiempo 
por la zona externa de la piscina que las LA (p=0,033). No hubo efecto ni del estrés 
(Fi,54=0,41, n.s.) ni de la interacciôn ‘Ansiedad’ x Estrés’ (Fi,54=3,28, p=0,045).
Al analizar el tiempo que los animales nadaron en el ârea mâs prôxima a la pared de la 
piscina, encontramos que en el cuarto ensayo hay un efecto global de la ansiedad 
(F2,54=3,28, p=0,045) que indica que las ratas mâs ansiosas, las HA, nadaron mâs tiempo 
por la zona externa de la piscina que las LA (p=0,033). No hubo efecto ni del estrés 
(Fi,54=0,41, n.s.) ni de la interacciôn ‘Ansiedad’ x Estrés’ (Fi,54=3,28, p=0,045).
• Prueba de memoria: un ensayo de 90 segundos
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No se encontraron diferencias en ninguno de los parâmetros medidos, ni en los 90 
segundos totales que duré la prueba ni en los 30 primeros segundos de la misma.
Prueba de memoria -  30 segundos_______________________________
CONTROL
Pardmctro HA
Grupo
IA LA
% Tiempo en el exterior de la piscina 51,85 ± 9,76 45,75 ± 8,73 43,20 ±11,52
% Tiempo en Q1 23,56 ±3,19 23,13 ±3,95 29,04 ± 5,74
% AP 4,17± 1,11 3,88 ± 0,93 4,93 ± 1,45
Q1/Q1+Q3 0,87 ±0,15 1,02 ±0,36 1,48 ± 0,47
ESTRÉS
Pardmctro HA
Grupo
IA LA
% Tiempo en el exterior de la piscina 36.48 ± 8,04 39,2 ± 9,88 41,69 ± 7,17
% Tiempo en Q1 30,32 ± 3,01 26,31 ± 5,2 34,56 ± 4,2
% AP 8,72 ± 1,65 5,69 ± 2,44 12,64 ±2,8
Q1/Q1+Q3 0,54 ± 0,06 0,47 ± 0,08 0,55 ± 0,06
Tabla 5. Resultados de la prueba de memoria en el LAM durante los primeros 30 segundos 
de prueba. Los valores representan la media ± el E.M.E. Control: HA (11), IA (10), LA (9); 
Estrés: HA (10), IA (10), LA (10). Q1 es el cuadrante diana y 03  el cuadrante opuesto a éste. 
AP es el ârea de 20 cm airededor de la olataforma.
> Reevaluaciôn de los niveles de ansiedad: 5 meses de edad
Réévaluâmes los niveles de ansiedad de los animales mediante dos pruebas; la
CLO y el CA.
Reevaluaciôn de los niveles de ansiedad con la CLO
El anâlisis del tiempo que los animales permanecieron en el compartimento
iluminado revelô un efecto tanto del estrés (Fi 50=6,37, p=0,025) como de la ansiedad
(F2,50=4,61, p=0,015), indicando, tal y como se muestra en la Figura 35, que los animales
contrôles pasaron mâs tiempo en la zona oscura de la caja que los que habian sido
sometidos a ECI, asi como los LA pasaron mâs tiempo que los HA (p=0,009). No se
encontrô efecto de la interacciôn entre el estrés y la ansiedad (F2,5o=2,43, n.s.). Con
respecto a la latencia a salir a la zona iluminada, observamos que los animales estresados
tardaron menos segundos en salir a la luz (Fi so=15, p<0,001). El ANOVA de dos vias
también revelô un efecto de la ansiedad (Fi,5o=5,5, p=0,007), donde de nuevo, las LA
mostraron un comportamiento menos ansioso que las HA (p=0,006). Tampoco hubo un
efecto significativo de la interacciôn de factores para este parâmetro (F2,50=0,82, n.s ).
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F ig u ra  35. Reevaluaciôn de la ansiedad en la CLO A ) Tiempo en el compartimento con luz, B ) Latencia a salir al 
compartimento con luz, C) Numéro de entradas al compartimento con luz, para cada grupo: Control: HA(9), IA (11), LA (8 ); 
Estrés: HA(10), IA (9), LA (9 -^p<0.05 Estrés vs Control, +++p<0.001 Estrés vs Control.
En el anâlisis del numéro de entradas a luz ùnicamente encontramos un efecto 
global de la ansiedad (Fi.5o=5,52, p=0,007), siendo las ratas evaluadas en el EPM como 
LA las que salieron mâs veces a la zona iluminada que las HA (p=0,005). El ANOVA no 
revelô efecto del estrés (Fi,50=2,22, n.s.) ni de ia interacciôn ‘Ansiedad’ x Estrés’ 
(F2,50=2,22, n.s.) sobre el numéro de salidas a la luz.
También estudiamos las posibles correlaciones lineales entre los parâmetros 
obtenidos en la CLO y el porcentaje de tiempo en los brazos abiertos (BA) en el LCE, que 
fue el indice a partir del cual clasificamos los animales al iniclo de los experimentos.
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Figura 36. Correlacion de los parâmetros de la CLO con los del LCE; A) y B) Tiempo en el compartimento iluminado de la CLO 
-  porcentaje de tiempo en los BA del LCE; C) y D) Latencia a salir a la luz en la CLO - porcentaje de tiempo en los BA del LCE 
para cada grupo: Control (30) y Estrés (28).
Reevaluaciôn de los niveles de ansiedad en el CA
No se observaron diferencias significativas entre grupos para ningûn parâmetro del 
campo abierto para ninguno de los factores analizados.
La correlacion con los resultados del LCE sôlo fue significativa para el grupo 
‘Estrés’.
Campo abierto
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Figura 37. Correlaciôn de los parâmetros del CA con los del LCE: % Tiempo en el centro del CA - % Tiempo en BA del LCE. A) 
Control (31), B) Estrés (29).
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> Prueba de reconocim iento de objetos: 4 y 11 meses de edad
• 4 meses de edad
El anâlisis de el ID obtenido en la PRO a los 4 meses de edad revelô un efecto 
tanto del estrés (Fi si=41,27, p<0,001) como de la interacciôn Estrés' x ‘Ansiedad’ 
(F2,51=4.88, p=0,012), pero no asi del rasgo de ansiedad (F2.5i=1,01, n.s.) Como muestra 
la Figura 38.a., los animales que fueron estresados obtuvieron un ID menor que los 
contrôles, difiriendo ademâs HA y LA estrés de su grupo homôlogo no estresado (HA: 
p<0,001, LA: p=0,008). Ademâs, dentro del grupo “Estrés” los animales mâs ansiosos 
ejecutaron peor esta prueba de memoria que los animales lA (p=0,049). Si comparamos 
ùnicamente los extremos de poblaciôn dentro del grupo de animales estresados, vemos 
que los LA realizan significativamente mejor esta prueba que los HA (p=0,046).
• 11 meses de edad
A los 11 meses de edad, ùnicamente se evidenciô un efecto deletéreo del estrés
en la realizaciôn de dicha prueba (Fi 51=27,36, p<0,001) y no del resto de parâmetros 
(‘Ansiedad’: F2,51=2,54, n.s.; Ansiedad’ x Estrés’: F2,51=0,91, n.s.). El anâlisis con el test de 
Tuckey revelô que los animales HA estresados obtuvieron un ID significativamente menor 
que los HA no estresados (p=0,002), y una tendencia en el mismo sentido para los IA 
(p=0,057). Aunque durante la fase de entrenamiento a todos los animales se le permitiô 
explorar los objetos durante el mismo tiempo, en la prueba de memoria los animales 
estresados exploraron menos los dos objetos que los animales contrôles en ambas 
ocasiones (4 meses: Fi 51=6,86, p=0,012; 11 meses: Fi 51=8,31, p=0,008), pero no hubo 
diferencias en cuanto al mismo parâmetro en funciôn de la ansiedad. De nuevo 
observamos que los animales HA parecen haber sido mâs vulnérables al efecto deletéreo 
del estrés sobre la memoria de reconocimiento de objetos cuando se compara con una t 
de Student con el grupo de animales menos ansioso (p=0,048).
Para estudiar el efecto del envejecimiento en la realizaciôn de la PRO, realizamos 
un ANOVA de medidas repetidas y obtuvimos un efecto tanto del estrés (Fi 51=55,34, 
p<0,001) como de la interacciôn entre el estrés y la ansiedad (F2,51 =3,36, p=0,042), pero 
no de la ansiedad por si misma (p2,5i=2,5, n.s ). Los animales mâs viejos tuvieron un indice 
de memoria inferior al de los jôvenes (p<0,001).
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Prueba de reconodmiento de objetos
4  meses de edad B) 11 meses de edad
Control Control
□  HA
□  lA
□  LA
v,ov - U,ÜU -1
0,60 - pZL. T ‘ T
+ + +
0,60 -* s
5  0,40 - g  0,40 ■ T J
+ + +
r
0 ,2 0  ■ 
0 ,0 0  -
■ ■ ■
0,20  - 
0.00  ■
____ -fe-t ^
Figura 38. Indice de discrimlnaclôn (ID) obtenido en la PRO. Control; HA (10), lA (11), LA (10); Estrés: HA (8 ), lA
(9), LA (9).
*p<0.05 lA vs HA; +++p<0.001 Estrés vs Control, ++p<0.01 Estrés vs Control
> Prueba de reconodmiento alternancia espontànea: 2 0  m e s e s  d e  e d a d
En esta prueba también se évalua la memoria mediante un Indice de 
discrimlnaclôn o ID.
En este caso ûnicamente se puso de manifiesto un efecto deletéreo del estrés 
(Fz,43=18,32, p<0,001).
□  HA
Prueba de alternancia espontanea ■ ^
□  LA
A 0,40
Control
Figura 39. Indice de discriminaciôn (ID) obtenido en la PAE. Control: 
HA (10), lA (10), LA (9); Estrés: HA (8 ), lA (8 ), LA (8 ).
*p<0.05 lA vs HA; +++p<0.001 Estrés vs Control, ++p<0.01 Estrés vs 
Control
El ID no se vio afectado por el rasgo de ansledad (Fz,47=0,67, n.s.) ni por la 
Interacclôn entre la ansledad y el estrés (Fz,47=0,44, n.s.).
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> Prueba de localizaciôn de objetos: 22 meses
□  HA
Prueba de bcalizacion de objetos □ ia
□  LA
0,60 T
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Figura 40. Indice de discriminaciôn (ID) obtenido en la PLO. Control; 
HA (9), IA (9), LA (6 ); Estrés; HA (9), IA (8 ), LA (8 ). *p<0.05 IA vs HA; 
+++p<0.001 Estrés vs Control, ++p<0.01 Estrés vs Control
Al analizar el Indice de discriminaciôn, el ANOVA de 2 vlas mostrô un efecto 
deletéreo del estrés (Fi,43=18,32, p<0,001) sobre la memoria, pero no de la ansiedad 
(Fz,43=0,66, n.s.) ni de la interacclôn entre los factores (Fz,43=0,01, n.s.). El post hoc indicô 
que los animales HA estresados tuvieron un ID significativamente inferior a los HA 
contrôles (p=0,047). En este caso no hubo diferencias en el tiempo de exploraciôn de los 
objetos.
1.2.3. Caractensticas bioquimicas
> Niveles de corticosterona plasmàtica durante el estrés y tras el 
envejecimlento
• 1er dia de estrés
Los valores de corticosterona correspondientes al primer dIa de estrés son los 
utilizados para estudiar la respuesta del eje HPA de los très grupos de ansiedad tras el 
condicionamiento de miedo al tono. Ver resultados en el apartado 1.1.2. de esta secciôn.
• 2® semana de estrés
A los animales estresados se les sacô sangre en la segunda semana de estrés tras 
permanecer 1 hora sobre las plataformas elevadas, no encontrando diferencias 
significativas en los niveles de corticosterona plasmàtica (Fz.z4=3,40, n.s.).
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• 3® semana de estrés
En este caso se sacô sangre a très tiempos: 0, 30 y 90 minutes, tante a les
estresados ceme a les contrôles. En el case de les estresados, les des primeres puntes
ceinciden cen el inicie y el fin de una sesiôn de inmevilizaciôn en les cepes.
El ANOVA de des vias révélé un efecto significative del estrés al minute 0
(Fi,52=23,43, p<0,001), al minute 30 (Fi,42=103,33, p<0,001) y al minute 90 (Fi,52=18,62,
p<0,001). Ademas, en el minute 30 se encontre ademâs un efecto tante de la ansiedad
(F2,42=7,36, p=0,002) ceme de la interacclôn ‘Estrés’ x ‘Ansiedad’ (F2.42=6,57, p=0,003). En
el ultime punte de la curva, aparece un efecto de la ansiedad (F 2,43= 1 3 ,7 6 , p<0,001),
siende el grupe menes ansiese el que présenta meneres niveles de certicesterena
(p<0,001) en general. Ne ebtuvimes efecto significative en les siguientes anàlisis: a tiempe
0, ‘Ansiedad’ (F2,52=1,24, n.s.) y ‘Ansiedad’ x ‘Estrés’ (F2,52=0,85, n.s.); a les 90 minutes,
‘Ansiedad’ x ‘Estrés’ (F2,4s=2,13, n.s ).
□entre del grupe de animales estresados, las ratas HA mestraren niveles de
certicesterena significativamente mayeres que las LA y que las IA en este el punte, tal y
ceme confirmé el anàlisis a posteriori (p<0,001 para ambes). Si analizames le que ecurre
para el ultime valer dentre de les animales estresados, vemes que les HA ne son tan
eficaces ceme les LA y les IA en la recuperacién de sus niveles basales de certicesterena
(p<0,001 para ambes).
Cuande analizames per separade la reaccién del eje HPA dentre del grupe
Centrer, a les 90 minutes ebtenemes que las ratas HA han recuperade peer sus niveles
basales de certicesterena manteniéndese significativamente mâs altos que les de las ratas
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LA (p=0,039). 
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Figura 42. Niveles plamaticos de corticosterona. La sangre se obtuvo en très puntos distintos, 0, 30 y 90 minutos. 
A) Contrôles: HA(9), lA (9-11), LA (8-9). B) Estrés: HA (9-7), lA (6-9), LA (7-9). C) comparaciôn Contrôles -  Estrés. 
*p<0.05 HA vs LA. +++p<0.001 Estrés vs Control.
• 4® semana de estrés: sacrificio
Se tomé la sangre del tronco al ser sacrificados los animales.
• Sacrificio de las ratas viejas
A los 24 meses las ratas viejas se sacrificaron y se tomô sangre del tronco.
El ANOVA révélé un efecto significativo del estrés (F2.93=4,49, p=0,037), 
presentando los animales estresados menores niveles de corticosterona en el momento 
del sacrificio; un efecto de la interacclôn ‘Estrés’ x ‘Envejecimiento’ (Fi 93=25,39, p<0,001). 
No se encontrô efecto para los siguientes factores: Envejecimiento’ (Fi,93=1,14, n.s.),
‘Ansiedad’ (F2,93=0,45, n.s.), ‘Envejecimiento’ x ‘Ansiedad’ (F2.93=0,01, n.s.), ‘Estrés’ x 
‘Ansiedad’ (F2,93=0,43, n.s.), “Estrés x Ansiedad x Envejecimiento’’ (Fi,93=2,34, n.s.)
Al analizar los animales jôvenes por separado, el ANOVA nos mostrô un efecto del estrés 
(Fi,46=4.37, p=0,042), que indica que los animales estresados mostraron valores de
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corticosterona superiores a los animales contrôles tras el sacrificio. Si nos centramos en el 
grupo ‘Viejos’, tenemos un efecto del estrés (Fi 47=25,07, p<0,001), donde los animales 
contrôles parecen liberar mâs corticosterona que los estresados en el momento del 
sacrificio. Centrandonos en el grupo V-E, el test de Tuckey revela una diferencia 
significativa entre los animales LA e lA (p=0,033).
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Figura 43. Niveles de corticosterona tras el sacrificio. Jôvenes (Control: HA(9), lA (10), LA (7); Estrés: HA(9), lA (9), LA (8 )), Viejos 
(Control: HA(9), lA (10), LA (9); Estrés: HA(9), lA (8 ), LA (8 )). +p<0.05 Estrés vs Control, -t-+-t-p<0.001 Estrés vs Control; #p<0.05 
Viejos vs Jôvenes
> Niveles de receptores cerebrates 
• HIpocampo: todos los ELISAs se hicieron a partir de homogenados de hipocampo
salvo para NOAM y PSA-NCAM que se utilizaron los sinaptosomas.
GRs: el ANOVA nos muestra un efecto significativo de la interacclôn ‘Estrés’ x 
‘Ansiedad’ (F2.ioo=3,38, p=0,038) y una tendencia a la significacion de la interacclôn 
‘Estrés’ X ‘Envejecimiento’ (F2.ioo=3,28, p=0,073). No se encontraron diferencias para los 
factores ‘Envejecimiento’ (F ijoo=3,73, n.s.), ‘Estres’ (Fi,ioo=1,78, n.s.) o las siguientes 
interacciones: ‘Envejecimiento’ x ‘Ansiedad’ (F2.ioo=1,94, n.s.) y ‘Envejecimeinto’ x ‘Estrés’
X ‘Ansiedad’ (F2 .ioo=2 ,2 2 , n.s ).
Cuando analizamos el efecto del estrés en los jôvenes, de nuevo encontramos el 
efecto Estrés’ x ‘Ansiedad’ (F2,5 4 =6 ,27, p=0,004), aunque el subsiguiente test de Dunnett 
no confirma la diferencia entre los LA y los HA J-E.
Cuando analizamos el grupo de los animales viejos, el efecto del estrés se
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aproxima a la significacion en cuanto a la expresion de GRs en el hipocampo de rata 
(Fi,46=3,96, p=0,053), tendiendo los animales estresados a tener mayores niveles de 
receptor que los no estresados.
- MRs: en este caso tenemos un efecto del envejecimiento sobre la expresion de MRs 
(Fi,102=5,58, p=0,020), indicando que en el envejecimiento disminuyen los niveles de MR 
en el hipocampo. No se encontraron mas efectos sobre la expresion de MRs en el 
hipocampo (‘Estrés’: Fi,iq2=0,1, n.s.; ‘Ansiedad’: F2,io2=0,55, n.s.; Envejecimiento’ x 
Estrés’: Fi iq2=0,07, n.s.; ‘Envejecimiento’ x ‘Ansiedad’: F2,iq2=0,13, n.s.; Estrés’ x 
Ansiedad’: F2,102=2,32, n.s.; Envejecimiento’ x ‘Estrés’ x Ansiedad’: F2,102=0,51, n.s.).
- FGF: con respecto a los niveles de FGF hipocampales, el estrés disminuye en general los 
niveles de dicha protelna (F2i,99=3,98, p=0,049), confirmandose este hecho al analizar 
independientemente el grupo de ratas viejas (Fi 46=4,08, p=0,049). No se encontraron mâs 
efectos (‘Envejecimiento’: Fi,99=1.51, n.s.; ‘Ansiedad’: F2,99=0,56, n.s.; Envejecimiento’ x 
Estrés’: Fi,99=1,84, n.s.; Envejecimiento’ x Ansiedad’: F2,99=0,6, n.s.; Estrés’ x Ansiedad’: 
F2,99=1,7, n.s.; Envejecimiento’ x Estrés’ x Ansiedad’: F2,99=0,47, n.s ).
FGF-R1: al analizar la expresion de dicho receptor en homogenados de hipocampo de 
rata obtuvimos efectos estadfsticamente significativos del estrés (Fi 99=4 ,04, p=0,047), de 
la ansiedad (F2 99=9,95, p<0,001), del envejecimiento (Fi 99=3,18, p<0,001) y de la 
interacclôn entre la ansiedad y el envejecimiento (F2,99= 8 ,29, p=0,041). Asi, las ratas 
menos ansiosas presentan menores niveles que las FIA (p<0,001) del receptor en el 
hipocampo y por otro lado, el envejecimiento y el estrés tienden a aumentar la expresiôn 
de FGF-R1 hipocampal. Sin embargo, el ANOVA no revelô un efecto significativo de las 
interacciones ‘Estrés’ x Ansiedad’ (F2.99=1,5, n.s ), Envejecimiento’ x Estrés’ (Fi 99=0,66, 
n.s.) 0 Envejecimiento’ x Ansiedad’ x Estrés’ (F2 99=0,13, n.s ).
Dentro de los jôvenes, hay un efecto significativo de la ansiedad (F2,s2=12,77, 
p<0,001), mostrando los animales LA contrôles, niveles menores del receptor en 
comparaciôn tanto con los HA C-J (p=0,003) como con los IA C-J (p=0,038).
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Al analizar los resultados de los viejos, aparece una tendencia a la significacion en 
el efecto del estrés (Fi 47=3,68, p=0,061). Ademâs, las ratas viejas estresadas LA 
mostraron niveles mâs elevados de FGF-R1 que las LA J-E (p=0,006), y lo mismo ocurre 
con las LA V-C, con respecto a las LA J-C (p=0,010).
NCAM: el ANOVA revelô un efecto tanto de la ansiedad (F2,93=6,08, p=0,003), 
presentando valores menores de NCAM los animales LA con respecto tanto a los HA 
(p=0,010) como a los IA (p=0,033), como del envejecimiento (Fi 98=107,19, p<0,001), 
mostrando los animales viejos valores incrementados, y de la interacclôn Estrés' x 
Ansiedad' (F2,98=4,58, p=0,013). De hecho, los animales viejos tanto HA V-C (p=0,002), IA 
V-C (p=0,002) y IA V-E (p=0,003) mostraron niveles mâs elevados que sus homôlogos 
jôvenes. Al analizar los animales jôvenes, obtuvimos un efecto significativo de la ansiedad 
(F2,51 =4,83, p=0,012), confirmando el test deTuckey la mayor expresiôn de NCAM de las 
ratas LA estresadas con respecto a las HA estresadas (p=0,047). Dentro de los viejos, el 
efecto que encontramos es el de la interacclôn ‘Estrés’ x ‘Ansiedad’ (F2,53=3,97, p=0,025).
No fue significativo el ANOVA para los siguientes factores: Estrés’ (Fi 98=0,94, n.s.), 
Estrés’ X Envejecimiento’ (Fi 98=0,4, n.s.), Ansiedad’ x Envejecimiento’ (F2,98=0,78, n.s ), 
‘Estrés’ X Ansiedad’ x Envejecimiento’ (F2,98=0,17, n.s ).
-PSA-NCAM: los valores de PSA-NCAM en el hipocampo incrementan con la edad 
(Fi,100=74,58, p<0,001). El ANOVA también revelô un efecto de la interacclôn de la 
ansiedad con el envejecimiento (p2,ioo=3,35, p=0,039). Asi, tienen niveles mâs altos los 
animales viejos de los grupos HA V-C (p<0,001), IA V-C (p=0,017), LA V-C (p=0,015) y 
HA V-E (p=0,001) que los jôvenes de los mismos grupos. Dentro de los jôvenes se hace 
significativo el efecto del estrés, aumentando los niveles de PSA-NCAM en los animales 
estresados (Fi 52=5,46, p=0,023). No hubo efecto del Estrés’ (F i ioo=1,87, n.s.), Estrés’ x 
Ansiedad’ (F2,ioo=1,23, n.s ), Estrés’ x Envejecimiento’ (F i ioo=2,92, n.s.), Estrés’ x 
Ansiedad’ x Envejecimiento’ (F 2 .ioo=0 ,6 , n.s ).
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Figura 44. Niveles de receptores hipocampales. A) GR: Jôvenes (Control: HA(10), IA (11), LA (9); Estrés: HA(10), IA (10), 
LA (10)), Viejos (Control: HA(10), IA (9), LA (9); Estrés: HA(8 ), IA (9), LA (7)). B) MR: Jôvenes (Control: HA(9), IA (10), LA
(10): Estrés: HA(9), IA (10), LA (10)), Viejos (Control: HA(10), IA (10), LA (9); Estrés: HA(10), IA (9), LA (8 )). C) FGF: 
Jôvenes (Control: HA(9), IA (11), LA (10); Estrés: HA(10), IA (9), LA (10)), Viejos (Control: HA(10), IA (9). LA (8 ); Estrés: 
HA(9), IA (8 ), LA (8 )). D) FGF-R1: Jôvenes (Control: HA(9), IA (11), LA (9); Estrés: HA(10), IA (9), LA (10)), Viejos 
(Control: HA(10), IA (9), LA (9); Estrés: HA(9), IA (8 ), LA (8 )). E) NCAM: Jôvenes (Control: HA(9), IA (10), LA (10); Estrés: 
HA(10), IA (10), LA (8 )), Viejos (Control: HA(9), IA (10), LA (9); Estrés: HA(10), IA (8 ), LA (7)). F) PSA-NCAM: Jôvenes 
(Control: HA(9), IA (11), LA (10); Estrés: HA(10), IA (9), LA (9)), Viejos (Control: HA(9), IA (10), LA (9); Estrés: HA(9), IA
(8 ), LA (8 )).
Los valores representan la media ± el E.M.E
*p<0.05 LA vs HA, **p<0.01 LA vs HA; 1|p<0.05 LA vs IA; +p<0.05 Estrés vs Control; ##p<0.01 Viejos vs Jôvenes,
###p<0.001 es
• Corteza frontal: todos los ELISAs se hicieron a partir de homogenados de corteza
frontal salvo para NCAM y PSA-NCAM que se utilizaron los sinaptosomas.
GRs: la estadistica nos muestra un efecto del envejecimiento (Fuo3=31,61, p<0,001) 
asi como un efecto conjunto del estrés y el envejecimiento (Fi.io3=5,87, p=0,017), 
indicando que la expresiôn de dichos receptores se encuentra disminuida en los animales 
viejos y que el envejecimiento afecta de forma mâs importante a los animales estresados.
El anàlisis a posteriori nos muestra ademâs que los animales HA V-E tienen 
significativamente menos GRs en corteza que los HA J-E (p=0.003), lo que apunta a que
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este grupo ha sido el mâs vulnerable al efecto del envejecimiento.
No se encontraron otras diferencias significativas (‘Estrés’: Fiio3=3,41, n.s.; 
‘Ansiedad’: F2.io3=0,55, n.s.; Envejecimiento’ x Ansiedad’: F2,103=2,62, n.s.; Estrés’ x 
Ansiedad’: F2,103=0,9, n.s.; ‘Envejecimiento’ x ‘Estrés’ x Ansiedad’: F2,io3=0,29, n.s.).
MRs: los receptores de mineralocorticoides parecen incrementar su expresiôn en el 
envejecimiento (Fi io2=27,49, p<0,001). Dentro de los jôvenes, encontramos tanto un 
efecto del estrés (Fi 51=4,18, p=0,046), el cual induce una bajada en los niveles de estos 
receptores en la corteza frontal, asi como de la interacclôn “Estrés x Ansiedad” (F2 ,51 =3,79, 
p=0.029).
El resto de comparaciones no dieron lugar a diferencias significativas (‘Estrés’: 
Fi,102=1,18, n.s.; Ansiedad’: F2,io2=0,44, n.s.; Envejecimiento’ x Estrés’: Fi 103=0,25, n.s.; 
Envejecimiento’ x Ansiedad’: F2,io2=0,49, n.s.; Estrés’ x Ansiedad’: F2,102=2,04, n.s.; 
Envejecimiento’ x ‘Estrés’ x ‘Ansiedad’: F2,io2=0,1, n.s.)
- FGF: de nuevo encontramos un efecto del envejecimiento (Fi ioo=21,25, p<0,001) que 
tiende a incrementar los niveles de esta proteina neurotrôfica en la corteza frontal de los 
animales viejos en relaciôn con los jôvenes. Aparece ademâs una tendencia a la 
significaciôn para la interacclôn entre el estrés y la ansiedad (F2,ioo=2,62, p=0,074) y para 
la interacclôn entre la ansiedad y el envejecimiento (F 2 ,ioo=3 ,0 0 , p=0,054). Sin embargo el 
ANOVA no revelô efecto del factor Estrés’ (Fi ioo=0,005, n.s.) y Ansiedad’ (F2,ioo=1,87, 
n.s.) ni de las siguientes interacciones: Envejecimiento’ x Estrés’ (F2.ioo=0,008, n.s.) y 
‘Envejecimiento’ x Estrés’ x Ansiedad’ (F2,ioo=3, n.s ). Al analizar por separado el grupo 
de animales jôvenes, vemos un efecto de la ansiedad (F2,52=4,15, p=0,021) que se refleja 
en una tendencia a la baja en los animales LA con respecto a los HA (p=0,019). También 
hay un efecto significativo de la interacclôn Estrés’ x Ansiedad’ (F2,52=3,46, p=0,039).
FGF-Rl: los animales viejos expresan menores niveles de receptor de tipo I para FGF 
que los jôvenes, tal y como confirma la estadistica (Fi 98=63,10, p<0,001). También 
obtuvimos un efecto de la interacclôn entre el estrés y el envejecimiento (Fi 98=4,17,
16:
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p=0,044) asi de la triple interacclôn “Estrés x Ansiedad x Envejecimiento" (F2,98=4,18, 
p=0,018). Asi, los animales LA V-C (p=0,019), lA V-C (p<0,001) y LA V-E (p=0,038) 
muestran menos expresiôn de FGF-R1 que sus homôlogos jôvenes.
No se hallaron mâs efectos significativos (‘Envejecimiento’: Fi 98=63,1, n.s.; Estrés’: 
Fi,98= 0 ,006, n.s.; Ansiedad’: F2,98=1.96, n.s.; Envejecimiento’ x Ansiedad’: F2,98= 0 ,79, n.s.; 
Estrés’ X Ansiedad’: F2,98= 0 ,45 , n.s.).
NCAM: los niveles de NCAM en la corteza estân aumentados en los animales viejos 
con respecto a los jôvenes (Fi io2=71,47, p<0,001). El ANOVA mostrô un efecto de la 
interacclôn del estrés con la ansiedad (F2,io2=4,16, p=0,018) y una tendencia a que los 
animales estresados tengan incrementados sus niveles de NCAM (Fi iq2=3,37, p=0,069). 
Asi el anàlisis a posteriori mostrô que los animales HA V-C (p=0,003), IA C-E (p=0,014) y 
LA V-E (p=0,005) presentaron mayores niveles de esta molécula de adhesiôn en corteza 
que los mismos grupos jôvenes. Dentro del grupo “Jôvenes” hay un efecto significativo la 
interacclôn Estrés’ x Ansiedad’ (F2,54=5,72, p=0,006) y una tendencia a un efecto del 
estrés sobre NCAM, incrementando sus niveles en la corteza de los animales estresados 
(F2,54=3,71, p=0,059). El test de Tuckey confirmé que las ratas jôvenes HA estresadas 
presentan mayores valores de NCAM que las HA contrôles (p=0,004).
No hubo diferencias significativas causadas por la ansiedad (F2,102=0,04, n.s ), ni 
por las siguientes interacciones: Estrés’ x Envejecimiento’ (Fi 102=0,15, n.s ), Ansiedad’ x 
‘Envejecimiento’ (F2,io2=0,11, n.s.), Estrés’ x Ansiedad’ x Envejecimiento’ (F2,102=0,58, 
n.s.).
PSA-NCAM: el ANOVA mostrô un efecto a la alza en los niveles de PSA-NCAM en la 
corteza (Fi ioi=12,68, p=0,001) en los animales viejos pero no encontrô efecto para 
ninguno de los demâs factores 0 interacciones (‘Estrés’: F ijo i=0 ,002 , n.s.
Ansiedad’ :F2,ioi=0,12, n.s.; Estrés’ x Envejecimiento’: Fno i=0 ,31 , n.s.; Ansiedad’ x 
Envejecimiento’: p2ioi=0,05, n.s.; Estrés’ x Ansiedad’: p2.ioi=0,48, n.s.; Estrés’ x 
Ansiedad’ x Envejecimiento’: F2.ioi=0 ,66, n.s ).
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Figura 45. Niveles de receptores en la corteza frontal. A) GR: Jovenes (Control: HA(8 ), lA (11), LA (10); Estrés: HA(10), lA
(9), LA (10)), Viejos (Control: HA(10), lA (10), LA (9); Estrés: HA(10), lA (9), LA (8 )) . B) MR: Jôvenes (Control: HA(9), lA
(10), LA (10); Estrés: HA(9), lA (10), LA (10)), Viejos (Control: HA(10), lA (10), LA (9); Estrés: HA(10), lA (9), LA (8 )). C) 
FGF: Jôvenes (Control: HA(8 ), lA (10), LA (10); Estrés: HA(10), lA (10). LA (10)), Viejos (Control: HA(9), lA (10), LA (9); 
Estrés: HA(9), lA (9), LA (8 )). D) FGF-R1: Jôvenes (Control: HA(9), lA (11), A  (9); Estrés: HA(10), lA (10), LA (9)), Viejos 
(Control: HA(9), lA (10), LA (8 ); Estrés: HA(9), lA (8 ), LA (8 )). E) NCAM: Jôvenes (Control: HA(10), lA (11), A  (9); Estrés: 
HA(10), lA (10), A  (10)), Viejos (Control: HA(10), lA (9). A  (9); Estrés: HA(10), lA (8 ), A  (8 )). F) PSA-NCAM: Jôvenes 
(Control: HA(10), lA (10), A  (10); Estrés: HA(10), lA (10), A  (9)), Viejos (Control: HA(10), lA (10), A  (8 ); Estrés: HA(10), 
IA(10), A (9 ) ) .
+p<0.05 Estrés vs Control; ▲p<0.05 J-E vs J-C; ##p<0.01 Viejos vs Jôvenes, ###p<0.001 Viejos vs Jôvenes
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2. Estujio cjel efecto cjel FGL sobre el aprendiz^i’e espacial y la 
plasticicjad sinâptica. Papel neuroprotector Jel FGL frente al 
4ano in4uci4o por el estrés crônico.
2.1. Efecto del F6L en el aprendizaje y la memoria espacial
• Entrenamiento: 4 ensayos de 120 segundos durante 2 dias
Aprendizaje espacial
Vh
FGL
3500 -r
3000 --
2500 --
500 --
Ensayo
Figura 46. Distancia recorrida a la plataforma escondida en el 
entrenamiento.
* p<0.05 entre grupos. Vehiculo (Vh) (9), FGL (9)
Como se observa en la Figura 46, ambos grupos de animales aprenden dônde esta 
localizada la plataforma a lo largo de los ensayos, lo cual fue confirmado por un ANOVA de 
medidas repetidas para cada condiciôn (Vehiculo; F?,8=6; p=0,02; FGL: Fy 8=14,14; p=0,06). 
Al analizar las diferencias entre grupos, el ANOVA de medidas repetidas indicé una 
tendencia a que las ratas tratadas con FGL recorrieran menos distancia para encontrar la 
plataforma (Fi,i6=3,46; p=0,081) en el primer dia de entrenamiento, pero no asi en el 
segundo (Fi,i6=2,09; p=0,168). La comparaciôn de la distancia recorrida por cada grupo 
experimental en cada uno de los ensayos puso de manifiesto que las ratas tratadas con 
FGL recorrieron menos distancia hasta alcanzar la plataforma en el cuarto (ti6=2,80; 
p=0,02) ensayo del primer y segundo dia (ti6=2,36; p=0,04) (octavo ensayo de 
entrenamiento).
Analizamos también el tiempo que los animales nadaron por el borde exterior del 
laberinto y encontramos que los sujetos que habian sido tratados con FGL permanecieron 
menos tiempo en dicha zona a aquellos a los que se administré vehiculo en el ensayo 2 
(ti6=2,40, p=0,029), en el ensayo 4 (tie=2,40, p=0,029), y en el ensayo 8 (tis=2,67, p=0,017)
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en comparaciôn con aquellos a los que se administré vehiculo.
Tigmotaxis
Vh
FGL
100 T
80 ■ - -]
â 60 - - -J
•“  40 -
20 ■-
5 6 7 81 2 3 4
Ensayo
Figura 47 Porœntaje de tiempo nadado por el borde de! laberinto en el 
entrenamiento del LAM.
* p<0.05 entre grupos. Vehiculo (Vh) (9), FGL (9)
• Prueba de memoria: un ensayo de 90 segundos
No se encontraron diferencias en el tiempo que los animales nadaron en el
cuadrante diana ni en el indice de memoria Q1/Q1+Q3. Pero como puede observarse en la
tabla, los animales tratados con FGL nadaron significativamente menos tiempo por la zona
de la pared del laberinto que los tratados con vehiculo (ti6=1,73, p=0,031).
Prueba de memoria -  30 segundos
Grupo
Vh FGLPardmetro
% Tiempo en el exterior de la piscina 
% Tiempo en 01 
01/01+03
Tabla 6 . Resultados de la prueba de memoria en el LAM durante los primeros 30 
segundos. Los valores representan la media ± el E.M.E. Vh (9), FGL (9). Q1 es el 
cuadrante diana y Q3 el cuadrante opuesto a este.
•p<0.05FGL vsVh.
53,07 ± 6,60 35,38 ± 6,54
32,44 ± 4,79 35,29 ± 5,08
0,62 ± 0,09 0,65 ± 0,07
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2.2. Efecto de la odministracion de FGL sobre el numéro de 
espinas dendnticas en el drea C A l del hipocampo
A) Vh
Densidad espinas dendriticas —  fgl
3 --
)L
■
Figura 48. A) Numéro de espinas dendriticas en el GD de! hipocampo. Vh (3-10), FGL (6-10). *<0,05, 
***p<0.001 FGL vs Vh utilizando la tde Student. B) Fotografla de una neurona de CM  marcada con DAB 
para la cuantificaciôn de espinas (x2 0 ).
El contaje de las espinas marcadas ma read as con DAB revelô que a pesar de no 
encontrar ningûn efecto del tratamiento en las espinas apicales, el FGL incrementô la 
densidad de espinas basales, mas especificamente en las 50 ultimas micras del ârbol 
dendritico (190-200 mm, p<0,05; 190-200 mm p<0,001).
2.3. El FGL previene el dano cognitive provocado por el estrés 
crdnico y asociado al envejecimiento.
2.3.1. Efecto del ECI en la gcnancia de peso de los animales
Durante el protocole de estrés se produjo una reducciôn en la ganancia de peso de
los animales estresados. El ANOVA de medida repetidas mostrô un efecto significativo del 
efecto del estrés (Pi.49= 35,21, p< 0,001) durante el tiempo que duré el ECI. No hubo 
efecto significativo del tratamiento con FGL (Fi_49= 1,22, n.s.) ni de la interacclôn entre el 
estrés y el tratamiento (Fi,49= 0,33, n.s.).
Très semanas después de concluir el estrés, desapareciô la diferencia entre 
grupos en la ganancia de peso (Fi,49= 3,34, n.s.).
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2.3.2. Efecto protector del FGL en el aprendizaje y la memoria espacial
Seis meses después del ECI durante el cual las ratas recibieron o bien el péptido
FGL o vehiculo, los animales fueron entrenados en el laberinto acuâtico de Morris y 
evaluados tanto su aprendizaje como su memoria espacial.
• Entrenamiento: 3 ensayos de 90 segundos durante 3 dias
Todas las ratas entrenadas en el LAM aprendieron la localizaciôn de la plataforma
escondida, tal y como indica la progresiva disminuciôn en las distancias recorridas a lo 
largo de los ensayos (Fa,38= 16,44, p<0,001). Mientras que ni el estrés ni el tratamiento 
afectaron al entrenamiento durante el primer dia (‘Estrés’: Fi 44= 0,22, n.s; ‘Tratamiento’: 
F i44= 2,77, p= 0,10) y el tercer dia de entrenamiento (‘Estrés’: Fi,44= 0,41, n.s; 
Tratamiento’: Fi,44= 0,78, n.s.], durante el segundo dia, los animales del grupo ‘Control’ 
aprendieron mejor que los estresados la localizaciôn de la plataforma (Fi 4 4 = 10,62, 
p=0,002). El anàlisis a posteriori revelô que las ratas estresadas inyectadas con vehiculo 
durante 4 semanas, nadaron distancias mayores en el primer ensayo del segundo dia que 
las ratas control, tratadas con vehiculo (p=0,049) y con FGL (p=0,054), estando con estos 
ultimos prôximos a la diferencia significativa.
No se encontrô un efecto ni del factor Estrés’ (Fi 44 = 0,94, n.s.) ni del factor 
Tratamiento’ (Fi 44 = 0,23, n.s.) ni de la interacclôn Estrés’ x Tratamiento’ (Fi,i = 1,21, n.s ] 
al analizar las velocidades a lo largo de los très dias de entrenamiento.
• Prueba de memoria: 1 ensayo de 60 segundos
Un dia después del completar el entrenamiento, la memoria espacial fue medida en
funciôn del tiempo que los animales buscaron en el cuadrante donde habia estado 
localizada la plataforma (Q1). En el anàlisis de los primeros 30 segundos, El ANOVA 
mostrô una tendencia a la significaciôn del estrés (Fi 44= 3,58, p=0,07), un efecto 
significativo de la interacclôn Estrés’ x Tratamiento’ (Fu= 4,83, p=0,33), pero no del 
tratamiento con FGL durante el estrés crônico (Fi,44= 1,00, n.s ). El post hoc confirmô que 
los animales E-Vh nadaron significativamente menos tiempo en el cuadrante diana que el 
resto de los grupos (p<0,05 para todos los grupos). Sôlo los animales estresados tratados
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con véhicule mostraron un déficit en la memoria espacial, ya que es el ùnico grupo que no 
nada por encima del 25% de tiempo en el cuadrante Q1(C-Vh: tu =3,06, p=0,004; C-FGL: 
tii=2,55, p=0,027: E-Vh: ti2=-0,91, n.s.: E-FGL: tn=3,07, p=0,012).
A)
2500 - r  
2000 - -  
1500 --
.2 1000 - -0
1  500 4-
o
B)
Aprendizaje espace I
- - • - -■C-Vh  
C-FGL
Ensayo
Memoria espaçai
*  E-Vh 
-A — E-FGL
□  C-Vh 
B C-FGL 
O E-Vh 
B E-FGL
Q1Q3 Q1Q3 Q1Q3 Q1Q3
Figura 49 Laberinto acuâtico de Morris: A) Distancia recorrida a la plataforma 
escondida en el entrenamiento. B) Porcentaje de tiempo nadado en el cuadrante diana 
(Q1 ) y el opuesto (03). (C): Vh (12), FGL (12); Estrés (E): Vh (12-13). FGL (10-11 ). 
-►p<0.05 E-Vh- vs C-Vh *p<0.05 E-Vh vs el resto de grupos
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2.3.3. Efecto del estrés cronico y de! FGL en la supervivencia celulor en el 
hipocampo
> Supervivencia ceiular en el giro dentado dei hipocampo
Très semanas después de las inyecciones de BrdU (6 semanas después de
completar el entrenamiento en el LAM), se cuantificô el numéro de células BrdU positivas 
con morfologîa neuronal en el GD del hipocampo. El ANOVA revelô que un efecto 
significativo del tratamiento (Fi.2o=15,79, p=0,001) y una tendencia a la significaciôn del 
factor ‘Estrés’ (Fi.2o=3,67, p=0,07). El anàlisis a posteriori revelô un descenso en el numéro 
de células nuevas nacidas en el GD en los animales que fueron sometidos a estrés y 
tratados con vehiculo comparado el grupo E-FGL (p=0,013) y con el U-FGL (p=0,002).
*  #
Figura 50. Célula BrdU positiva en 
el giro dentado del hipocampo 
rxinm
Ademas, quisimos comprobar la existencia de una correlaciôn entre la memoria 
espacial evaluada en el LAM y la supervivencia ceiular en el giro dentado del hipocampo. 
Hallamos una correlaciôn positiva entre el tiempo que cada rata buscô en el cuadrante 
diana durante los primeros 30 segundos de la prueba de memoria y el numéro total de 
células BrdU positivas en el giro dentado (r=0,505, p=0,012).
Giro Dentado
□  C-Vh 
Œ C-FGL 
O E-Vh 
■  E-FGL
(A 600
g 400
g  300
100 ------
B)
«g 1200  T
5 r=0.505
s  1000 - p=o.012
û- 8 0 0 -
I  600
% 400
g  200
20 40 60 80
% Tiempo en Q1 - LAM
Figura 51 .Proliferaciôn ceiular en el GD del hipocampo; A) Numéro de células BrdU postivas en el GD. Las 
barras representan la media ± E.M.E. Control (C): Vh (7), FGL (6 ); Estrés: Vh (6 ), FGL (5). B) Correlaciôn entre el 
numéro de células BrdU postivas en el GD y el porcentaje de tiempo que las ratas nadaron en el cuadrante diana 
(01) durante la prueba de memoria en el LAM.
* p<0.05, vs E-Vh, ++ p<0.01 E-Vh vs C-FGL {Tuckey HSD).
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> Supervivencia ceiular en el hilus
Hilus
OC-Vh  
ŒOFGL 
a  E-Vh 
a  E-FGL300 - r
250
Q. 2 0 0  - -
k 150
(g 100
B)
500 T
« 400 --
300 -- 
200 - -
:ô 1 0 0  --  O
r=0.359
p=0.084
20 40 60 80
% Tiempo en Q1 - LAM
Figura 52 Proliferaciôn ceiular en el hilus del hipocampo: A) Numéro de células BrdU postivas en el GD. Las 
barras representan la media ± E.M.E. Control (C): Vh (7), FGL (6 ); Estrés: Vh (6 ), FGL (5). Las barras 
representan la media ± E.M.E. B) Correlaciôn entre el numéro de células BrdU positivas en el hilus y el % de 
tiempo que las ratas nadaron en el cuadrante diana (01) durante la prueba de memoria en el LAM
La correlaciôn entre las células BrdU positivas en el hilus y el porcentaje de tiempo 
que las ratas nadaron en Q1 sôlo se aproximô a la significaciôn (r=0,359, p=0,084).
2.3.4. Efecto del estrés cronico y de! FGL en le! numéro de células 
granulares del GD del hipocampo
Utilizando métodos de estereologia caracterizamos el efecto del estrés y del
tratamiento con FGL en el numéro total de células granulares del GD del hipocampo. El 
ANOVA revelô un efecto significativo del estrés (Fi,2o= 5,71, p=0,025), el cual parece haber 
inducido una reducciôn en el numéro de células granulares en comparaciôn con los 
contrôles, aunque el anàlisis post hoc no revelô diferencias significativas al comparar los 
grupos individualmente. En cambio, no se encontrô ningijn efecto del tratamiento (Fi 20= 
0,11, n.s.) ni de la interacclôn entre factores (Fi,2o= 0,09, n.s.).
□  U Vh Figura 53. Numéro de células granulares 
j ■  U FGL en el GD del hipocampo. Control (C): Vh
2 F F ri (7). f g l  (6 ): Estrés: Vh (6 ). FGL (5).
■  *p<0.05 Estrés vs Control.
900000 1 
800000 
2 700000 + - - I  
I  600000 4- - - I  
500000 I  - -O)
J  400000 4- - -
300000 ------ ^ 200000 --
100000 
0 U
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2.3.5. Efecto del estres cronico y del FGL en el volumen del hipocampo y del 
GD
Medidas volumétricas
C-Vh C-FGL E-Vh E-FGL
HT (mm )^ 72,79 ± 3,91 75,89 ± 4,75 70,54 ± 4,94 68,76 ± 0,34
GD (mm )^ 3,07 ± 0,22 3,09 ± 0,22 2,90 ±0,17 2,97 ± 0,34
Tabla 7.Medidas del volumen total del hipocampo (HT) y del giro dentado (GD) en 
mm^.(Q3). Control (C): Vh (7), FGL (6); Estrés: Vh (6), FGL (5). Los valores representan 
la media ± el E.M.E.
Como SB muestra en la Tabla 6 , el anàlisis del volumen de la capa granular del GD 
del hipocampo no mostrô ningûn efecto ni del estrés (Fi,2o= 0,37, n.s.) ni del tratamiento 
(Fi.2o=0,46, n.s.) ni de la interacclôn (Fi,2o= 0,14, n.s.). El volumen total del hipocampo 
tampoco se viô afectado por el estrés (Fi,2o= 1,17, n.s.) o el tratamiento (Fi,2o= 0,20, n.s.).

V. Discusiôn
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1. Catacterizadôn del modelo de ansiedad y estudio de la 
vulnerabilidad al daRo inducido por el estrés crônico y/o 
asociado al envejecimiento
En estudios previos realizados en nuestro laboratorio habian encontrado que ratas 
macho de la cepa Wistar con diferentes niveles de ansiedad mostraban distintas 
capacidades de aprendizaje y memoria, as! como diferentes niveles bioquimicos de 
receptores de glucocorticoides en el hipocampo. En dichos estudios, se habîa dividido la 
poblaciôn total de animales en dos subgrupos de ansiedad: HA y LA. Basândonos en 
dichos resultados, en esta primera parte del trabajo decidimos profundizar en el estudio de 
la posible interacclôn existante entre la ansiedad intrinseca de los animales y diverses 
tipos de aprendizaje y memoria pero utilizando très subgrupos de ansiedad. También, 
quisimos saber si la ansiedad de los animales se mantenla en el tiempo y, por tanto, si 
podîa ser considerada como un rasgo que pudiera influir en la vulnerabilidad de los 
animales al estrés crônico y a los efectos deletéreos causados por el envejecimiento.
Ademâs, decidimos estudiar si algunos de los elementos del eje HHA que 
participan en las respuestas de ansiedad y estrés (como la corticosterona circulante, y los 
receptores de corticosteroides, tanto los GR como los MR), asi como la activaciôn del SNA, 
podrian ser candidates a estar implicados en dichas diferencias. También decidimos 
investigar las posibles diferencias individuales en la expresiôn y modulaciôn en los niveles 
de NCAM y NCAM polisializada, dada la implicaciôn de estas moléculas en procesos de 
aprendizaje y memoria y del FGF y su receptor debido a su conocido papel neuroprotector.
1.1. Caracterizacion del modelo de ansiedad
Tal y como se habia hecho en estudios previos en nuestro laboratorio, clasificamos 
a una poblaciôn de ratas macho Wistar en très subgrupos; los extremos de ansiedad de la 
poblaciôn, HA y LA, y un tercer grupo que podriamos considerar de ansiedad media o 
poblaciôn ‘normal’ en lo que a niveles de ansiedad se refiere, el grupo IA. Hoy en dia se 
utilizan modelos animales de ansiedad generados a partir de lineas de cruzamiento
seleccionadas en funciôn de su rasgo de ansiedad (Liebsch y cols, 1998;Landgraf y 
Wigger, 2002;Neumann y cols, 2005), los cuales difieren también en otra serie de 
parâmetros conductuales. Asi, la linea de ratas seleccionadas con altos niveles de 
ansiedad o HAB (del inglés, high anxiety behaviour) (Liebsch y cols, 1998;Ohl y cols, 
2001;Bosch y cols, 2005;Frank y cols, 2006), muestran caracteristicas similares a los 
sintomas que se relacionan en humanos con depresiôn y alteraciones de ansiedad (Keck, 
Jr. y cols, 2003). Por otro lado, la linea seleccionada con bajos niveles de ansiedad o LAB 
(del inglés, iow anxiety behaviour) muestra un bajo indice de ansiedad incluse cuando se 
las compara con ratas Wistar no seleccionadas o ‘normales’ (Liebsch y cols, 1998;Ohl y 
cols, 2001;Bosch y cols, 2005). El estudio de una poblaciôn de animales no seleccionados 
como el presentado en este trabajo, représenta de una forma mas real la heterogeneidad 
que se encuentra de forma natural en una poblaciôn de individuos.
1.1.1. Caracterizaciôn bioquimica: niveles de corticosterona y glucosa
Como ya se ha mencionado, existen distintas estrategias de afrontamiento de las
situaciones estresantes, las cuales podrian venir determinadas por diferencias a nivel 
fisiolôgico en el sistema de respuesta al estrés (Overli, 2007). Por ello nos interesaba 
evaluar los niveles basales de corticosterona y glucosa de los distintos subgrupos de 
animales como reflejo de la activaciôn del eje HHA y del SNA, siendo ambos sistemas 
importantemente implicados en la fisiologia de la ansiedad (Vingerhoets, 1985;Korte, 2001). 
Aunque no se encontraron diferencias en cuanto a los niveles basales de glucosa, 
observamos que las ratas clasificadas como menos ansiosas en el LCE, las LA, mostraron 
niveles de corticosterona basales significativamente mayores que los otros dos grupos, los 
cuales no diferlan entre si. Es mas, dichos valores correlacionaron positivamente y de 
forma significativa con el porcentaje de tiempo que los animales estuvieron explorando los 
brazos abiertos del aparato, corroborando datos de otros grupos (Pellow y cols, 1985). Sin 
embargo, aunque los niveles basales de corticosterona de las ratas mas ansiosas sean 
mâs bajos, su sistema de retroalimentaciôn negative ha resultado ser menos eficiente que 
el de las LA tras un estrés moderado. Es mâs, en un estudio con llneas de ratas 
seleccionadas por su ansiedad (Landgraf y Wigger, 2002) se vio que los niveles basales
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de corticosterona eran significativamente mayores en las ratas LAB que en las HAB 
(Veenema y cols, 2007) y, sin embargo, la respuesta del eje HHA ante un estrés moderado 
fue mayor en las ratas HAB que en las LAB (Landgraf y cols, 1999;Salome y cols, 2004).
Esta relaciôn entre los niveles de corticosterona y la ansiedad también se ha visto 
en humanos. Un trabajo realizado recientemente con personas clasificadas en funciôn de 
su rasgo de ansiedad en ansiosos y no ansiosos, mostrô la existencia de diferencias en su 
sistema neuroendocrine durante un procedimiento de estrés psicosocial. En los individuos 
menos ansiosos los niveles de cortisol, tanto plasmâtico como salivar, eran mâs altos que 
los sujetos mâs ansiosos (Jezova y cols, 2004).
Se define como rasgo de ansiedad o ansiedad innata cuando nos referimos a una 
caracteristica astable a lo largo del tiempo para un individuo dado, en contraposiciôn a 
estado de ansiedad que refleja una situaciôn transitoria y que puede ser provocada por 
fârmacos o experiencias previas (Andreatini y Bacellar, 2000;0hl y cols, 2001). En relaciôn 
con el modelo estudiado, podemos sugerir que estâmes ante un rasgo y no un estado de 
ansiedad basândonos tanto en los datos obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio, 
que mostraron una correlaciôn en el porcentaje de tiempo en los brazos del LCE realizado 
dos veces en el mismo aparato con un mes de diferencia sin ninguna manipulaciôn 
adicional entre ambas pruebas (Herrero y cols, 2006), como en resultados de esta 
investigaciôn. Como se discutirâ con mayor detalle en el apartado 1.2.5., hemos 
comprobado que incluso tras un protocole de estrés crônico impredecible de 28 dias, las 
ratas mantuvieron su rasgo de ansiedad al ser re-evaluadas en la caja luz-oscuridad.
1.1.2. Anàlisis bioquimico del cerebro
Analizamos los niveles de receptores de corticoïdes asi como de NCAM y de PSA-
NCAM en el hipocampo y en la corteza de estes animales debido a la implicaciôn de 
dichas âreas en la regulaciôn de los procesos de ansiedad y memoria (Gray, 1983;Lacroix 
y cols, 2000;McNaughton y Gray, 2000;Vinogradova, 2001).
Las ratas menos ansiosas expresaron mas cantidad de receptores de tipo GR en ei 
hipocampo.
Tanto los GRs como los MRs cerebrales son los responsables de la acciôn de los 
glucocorticoides sobre el cerebro y se encuentran mediando un amplio abanico de 
respuestas emocionales (Gray, 1983).
Hallamos que los animales LA expresaban mâs receptores tipo II o GRs que los 
HA en el hipocampo lo que difiere de lo encontrado en ratones de la cepa C57BL/6 en los 
que se vio que un rasgo de ansiedad elevado se correspondia con elevados niveles de 
ARNm para el receptor de glucocorticoides en el hipocampo (Jakovcevski y cols, 2007). 
Tampoco se encontraron diferencias al dividir la poblaciôn ùnicamente en HA y LA en 
cuanto a los niveles de GRs hipocampales. La diferencia con nuestros resultados podria 
deberse, en el primer caso a las distintas especies usadas para cada estudio, y en el 
segundo caso a la divisiôn de la poblaciôn en 2 o 3 grupos de ansiedad.
Dividiendo la poblaciôn en dos grupos de ansiedad habiamos comprobado que las 
ratas menos ansiosas expresaban mayores niveles MRs en el hipocampo (Herrero y cols,
2006). Sin embargo en este estudio no entramos diferencias al analizar la expresiôn de 
dichos receptores ni en la corteza frontal ni en el hipocampo. Existen diverses estudios en 
donde se han relacionado niveles elevados de MRs con niveles bajos de ansiedad 
(Casolini y cols, 1997;Catalani y cols, 2000), asi como con un mejor indice de memoria de 
reconocimiento (Lai y cols, 2007), y viceversa (Vallée y cols, 1997;Weinstock, 2001). Para 
estudiar la funciôn de los receptores de tipo MR en la regulaciôn del eje HHA y en el 
control de la ansiedad se generô un ratôn transgénico el cual sobreexpresa dichos 
receptores en todo el cerebro. El aumento de la densidad de MRs indujo un déficit en la 
expresiôn de GRs hipocampales y un incremento en la del receptor de serotonina tipo 
5HT-1A. Los autores plantean que los MRs actuarian junto con los GR y en la misma 
direcciôn en cuanto a la modulaciôn del eje HHA. Sin embargo, sus acciones serlan 
contrarias en cuanto a la regulaciôn de las respuestas de ansiedad (Rozeboom y cols,
2007). También se ha comprobado utilizando très modelos diferentes de evaluaciôn de la 
ansiedad que el bloqueo selective de los receptores hipocampales de tipo MR mediante un
antagonista tiene efectos ansioliticos dosis-dendientes (Bitran y cols, 1998).
Relaciôn entre NCAM y PSA-NCAM y ei rasgo de ansiedad
AI analizar los niveles de NCAM en los tres grupos de ansiedad no se encontraron
diferencias significativas en el hipocampo, lo cual concuerda con los resultados obtenidos 
previamente por nuestro grupo al dividir la poblaciôn en HA y LA.
En la corteza prefrontal se observô que los animales LA expresaron niveles 
mayores de NCAM que los HA. A este respecte, se ha descrito la relaciôn entre niveles 
elevados de ansiedad y baja expresiôn de NCAM en ratones mutantes carentes de NCAM, 
los cuales muestran un estado de ansiedad superior al de los ratones control (Cremer y 
cols, 1994;Stork y cols, 1999) hecho que se revierte cuando dichos ratones mutantes 
sobreexpresan la isoforma NCAM-180 (Stork y cols, 2000b). Estos resultados parecen 
apuntar hacia una posible implicaciôn especifica de cada una de las isoformas de NCAM 
en diferentes procesos neurales. De hecho se ha observado que ratones transgénicos que 
secretan mâs NCAM soluble que la cepa salvaje no ven alterada su ansiedad (Pillai-Nair y 
cols, 2005).
No obtuvimos diferencias en los niveles de PSA-CAM en ninguna de las âreas 
estudiadas. Hoy en dia no se dispone de muchos datos acerca de la relaciôn entre la 
expresiôn de PSA-NCAM y el rasgo de ansiedad. Cabe resaltar un estudio realizado con 
ratones mutantes carentes de PSA-NCAM, en el que se ha observado un incremento en la 
ansiedad de los animales evaluados en el LCE (Markram y cols, 2007a). En la misma linea 
de resultados, un estudio en el que se administrô postnatalmente a ratas metilfenidato (un 
fârmaco utilizado en el tratamiento pediâtrico del sindrome de déficit de atenciôn e 
hiperactividad) demostrô que las ratas tratadas con el fârmaco présenta ban una conducta 
menos ansiosa y un incremento importante en el numéro de células que expresaban PSA- 
NCAM en el giro dentado del hipocampo (Gray y cols, 2007).
1.1.3. Evaluaciôn cognitiva
Un rasgo de ansiedad bajo favoreciô la memoria espacial el segundo dia de entrenamiento
La siguiente prueba que realizamos fue el laberinto acuàtico de Morris que, como 
ya se ha mencionado, posiblemente sea la prueba de aprendizaje espacial mâs utilizada 
en roedores de laboratorio. En el présente estudio no encontramos que la ansiedad 
intrfnseca de los animales afectara al aprendizaje en el LAM. Sôlamente en el primer 
ensayo del segundo dia, los sujetos LA recorrieron significativamente menos distancia 
para alcanzar la plataforma escondida que los otros dos grupos, lo cual puede 
considerarse una diferencia en la memoria a largo plazo, puesto que habian pasado 24 
horas después del primer dia de entrenamiento. Estos resultados son similares a los 
obtenidos recientemente en nuestro laboratorio dividiendo la poblaciôn en HA y LA. Tras 
realizar una ünica sesiôn de entrenamiento de 8 ensayos consécutives, los animales HA 
mostraron una peor curva de aprendizaje espacial y una deficiencia de memoria al cabo de 
24 horas (Herrero y cols, 2006), al igual que hemos encontrado en el primer ensayo del 
segundo dia en el présente estudio. Otros trabajos también han comprobado que animales 
con niveles elevados de ansiedad presentan alteraciones en la ejecuciôn de tareas de 
aprendizaje espacial (Lemaire y cols, 2000;Nishio y cols, 2001) mientras que ratas que 
muestran bajos niveles de ansiedad (debido a haber recibido corticosterona en la leche 
materna) estân mejor capacitadas para su realizaciôn (Catalani y cols, 2002).
Por otro lado, no obtuvimos diferencias en ninguno de los parâmetros analizados 
de la prueba de memoria espacial llevada a cabo al dia siguiente de la conclusiôn del 
entrenamiento. No obstante, cabe indicar que los animales LA fueron los ûnicos que 
nadaron en el cuadrante diana un tiempo significativamente mayor que la bùsqueda al azar 
en cualquiera de los cuadrantes (25%), mientras que tanto los animales HA como los IA 
nadaron al azar. Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente en nuestro 
laboratorio al dividir a los animales en HA y LA y utilizer un protocole similar al llevado a 
cabo en este trabajo (Herrero y cols, 2006). Se ha demostrado que los individuos mâs 
ansiosos pueden presenter problèmes de atenciôn a la hora de realizar diverses tareas de
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aprendizaje debido que tienden a focalizar dicha atenciôn en la bùsqueda de posibles 
amenazas en el entorno, afectando a su capacidad de adquirir y procesar la informaciôn 
relevante para la ejecuciôn de la prueba (Shapiro y Lim, 1989;Mathews, 1990). Esto podria 
explicar por que en esta prueba de memoria espacial con un alto components de estrés 
intrinseco, las ratas mâs ansiosas tuvieran mayores dificultades para recordar la 
localizaciôn de la plataforma escondida en el primer ensayo del segundo dia de 
entrenamiento. Sin embargo, tras el segundo dia de entrenamiento todos los animales 
habian aprendido.
Por otro lado, sablamos por experimentos previos que los niveles de corticosterona 
tras la prueba de memoria del LAM eran mayores en las ratas HA, coincidiendo con otros 
estudios que apuntan hacia una relaciôn inversa entre la ejecuciôn de una tarea espacial y 
los niveles de corticosterona en plasma (Beiko y cols, 2004;Venero y cols, 2004;Herrero y 
cols, 2006). Una posible explicaciôn del efecto nocivo de los glucocorticoides en la 
ejecuciôn de tareas espaciales vendria dada por la interferencia de los mismos en la 
formaciôn de la LTP en el hipocampo, y por tanto con los procesos relacionados con 
aprendizaje y memoria espacial (Maren y Baudry, 1995).
Recientemente se ha planteado la hipôtesis de que aunque la activaciôn continua y 
prédominante de receptores de mineralocorticoides parece estar relacionada con niveles 
bajos de ansiedad y elevada motivaciôn, no favorece el aprendizaje ni la memoria (Brinks y 
cols, 2007b). Cuando dicha activaciôn continua se acompaha de la activaciôn moderada 
de GRs, no sôlo se mantienen niveles bajos de ansiedad y alta motivaciôn, sino que 
ademâs se favorecen los procesos cognitivos, expresados como un descenso en el 
numéro de errores en pruebas que evalùan la memoria de trabajo. Y por ultimo, cuando la 
activaciôn de los GR es elevada, no sôlo se produce un deterioro en el aprendizaje, sino 
que también se traduce en niveles elevados de ansiedad. Como hemos visto, los animales 
clasificados como LA tienen mayores niveles de glucocorticoides circulantes en 
condiciones basales, lo que podria estar favoreciendo su baja ansiedad y su mejor 
ejecuciôn de esta prueba espacial. A esto habrla que ahadir el hecho de que, como hemos 
comprobado, las ratas menos ansiosas presentan un sistema de retroalimentaciôn
negativa del eje mâs eficaz que las ratas HA, tal vez favorecido por su mayor expresiôn de 
GRs hipocampales. Si el estrés asociado al aprendizaje en el laberinto acuâtico de Morris 
induce una mayor liberaciôn de glucocorticoides en los animales HA, como se ha visto 
previamente en nuestro laboratorio, se podria hipotetizar que en este subgrupo de ratas la 
alteraciôn en el control de la respuesta de estrés en el eje HHA provocaria que los 
receptores de tipo GR se sobreactivaran mâs tiempo, lo cual podria resultar en un déficit 
de aprendizaje espacial. A este respecte cabe indicar que el bloqueo continuado de los 
receptores de tipo GR mediante un antagonista administrado i.c.v. no sôlo disminuye el 
numéro de receptores MR en el hipocampo, sino que mejora la funciôn cognitiva de los 
animales evaluados en el LAM, mientras que la administraciôn del antagonista durante tres 
dias produce un déficit cognitive (Oitzl y cols, 1998). Séria interesante estudiar en qué 
punto del sistema de control negative de la respuesta de estrés se encuentra la alteraciôn 
que impide a los animales mâs ansiosos atenuar de forma eficaz la liberaciôn de 
glucocorticoides, puesto que al parecer la activaciôn elevada de sus receptores 
hipocampales de tipo GR ante una situaciôn ad versa, no sôlo no es eficaz en la 
retroalimentaciôn negativa de la actividad del eje HHA de los sujetos, sino que podria 
participar en la alteraciôn de sus capacidades cognitivas.
La memoria de reconocimiento de objetos no se vio alterada por el rasgo de ansiedad de 
los animales
En esta prueba no vimos diferencias en el indice de memoria o discriminaciôn 
entre HA, IA y LA. Es posible que el protocole que hemos utilizado en este experimento 
sea lo suficientemente sencillo como para que todas las ratas fueran capaces de aprender 
y no mostraran diferencias en sus indices de discriminaciôn. Otra posible interpretaciôn es 
que el esfuerzo por disminuir el componente de estrés de la prueba mediante la 
habituaciôn al contexte haya hecho que el rasgo de ansiedad no haya side un factor 
déterminante en la realizaciôn de la misma. O simplemente puede ser que los animales HA, 
LA e IA no difieran en este tipo de memoria de reconocimiento. En concordancia con estos 
resultados, tampoco se vieron diferencias entre ratas HE (del inglés high exploratory, alta 
exploraciôn) y LE (del inglés low exploratory, baja exploraciôn) clasificadas en funciôn de
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los datos obtenidos en una prueba de exploraciôn de un ambiente novedoso (Mallo y cols, 
2007). En este modelo, son las ratas HE las que mostraron tener un comportamiento 
menos ansioso en el LCE y por tanto las mas similares a nuestras LA. Tampoco difieren en 
la memoria de reconocimiento de objetos ratas de la cepa Wistar y de la cepa Lewis, las 
cuales a priori difieren en su ansiedad, siendo mâs ansiosas las primeras (Ennaceur y cols,
2005). En la misma linea de resultados, los ratones KO para el receptor de serotonina de 
tipo 1 A, que presentan niveles de ansiedad mâs altos que la cepa silvestre y se consideran 
incluso un modelo de ansiedad humana (Parks y cols, 1998;Ramboz y cols, 1998;Heisler y 
cols, 1998;Sibille y cols, 2000;Klemenhagen y cols, 2006), mostraron un Indice similar de 
memoria en la PRO al habituar a los animales al contexte (Klemenhagen y cols, 2006). 
Hay que tener en cuenta que en nuestro protocole habituâmes a los animales a la arena 
durante los 5 dias previos al entrenamiento, precisamente para evitar que la neofobia 
interfiriera en la tendencia de los sujetos a explorar los objetos, y por tanto que las posibles 
diferencias encontradas entre los grupos se debieran ùnicamente a diferentes circuitos 
neuronales asociados al rasgo de ansiedad.
Una forma de estudiar el efecto de la ansiedad en el aprendizaje es mediante 
lesiones en âreas cerebrales especificas implicadas en su modulaciôn como la amigdala 
(Adamec y Young, 2000;Kalynchuk, 2000) o la corteza perirrinal (Hannesson y cols, 2005). 
Al lesionar la corteza perirrinal, no sôlo se increments la ansiedad, sino que ademâs la 
capacidad de aprendizaje y memoria en la PRO se ve alterada. Sin embargo, en este caso, 
los autores no consideraron que el déficit cognitive encontrado se debiera al aumento de la 
ansiedad puesto que tanto los animales lesionados como los contrôles exploraron el 
mismo tiempo total los objetos. Es decir, el no observer la neofobia que cabrla esperar de 
los animales mâs ansiosos fue interpretado por los autores como que la ansiedad no habla 
sido un factor déterminante en el establecimiento de la memoria de reconocimiento de 
objetos.
El rasgo de ansiedad no afectô a la memoria emocional evaluada en el condioionamiento 
de! miedo al oontexto
Como ya ocurriô con los experimentos realizados dividiendo la poblaciôn en dos
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grupos de ansiedad, no encontramos diferencias entre HA, IA y LA en el condicionamiento 
del miedo al contexto. Algunos autores han propuesto la existencia de una disociaciôn 
entre la ansiedad y el condicionamiento, ya que, por ejemplo, en ratones se ha visto que la 
administraciôn de urocortina II, un agonista del receptor de tipo II para el CRF, aumenta el 
tiempo que los animales permanecen en los brazos abiertos del LCE, pero no afecta a la 
memoria en el condicionamiento al contexto ni al tono (Todorovic y cols, 2007). Sin 
embargo, existe un estudio en donde si se ha encontrado un efecto de la ansiedad en el 
condicionamiento al contexto clasificando a las ratas en funciôn de su capacidad 
exploratoria en HE (del inglés high exploratory activity, menos ansiosas en el LCE) y LE 
(del inglés, low exploratory activity, mâs ansiosas), observando que las ratas HE 
permaneclan mâs tiempo inmôviles en la prueba de memoria al contexto que las LE (Mallo 
y cols, 2007). Es importante tener en cuenta que en dicho estudio los animales fueron 
condicionados utilizando una intensidad de corriente de 1,5 mA, lo que se considéra una 
intensidad alta en contraposiciôn con la utilizada en nuestro trabajo que fue de 0,4 mA y se 
corresponde con una intensidad moderada. De hecho se sabe que a partir de 1 mA no sôlo 
se induce una memoria mâs intensa y duradera en el tiempo (Cordero y cols, 1998), sino 
que implica un proceso de consolidaciôn distinto y que puede asimilarse a lo que se define 
como 'memories traumâticas’ (Cordero y cols, 2002). Otras Ifneas de investigaciôn también 
apoyan el hecho de que las diferencias innatas en los niveles de ansiedad de varias cepas 
de ratones predisponen la fuerza con la que se establece la memoria emocional en un 
paradigme de condicionamiento del miedo (Avgustinovich y cols, 2000;Balogh y Wehner, 
2003) Un estudio recientemente publicado que los ratones C57BL/6J y BALB/c difieren en 
su memoria emocional al del condicionamiento al contexto pero no al tono. A peser de no 
presenter diferencias en sus niveles de corticosterona basales, los ratones de la cepa 
BALB/c, los mâs ansiosos, mostraron una mayor liberaciôn de corticosterona 30 y 60 
minutos tras el comienzo del protocole de condicionamiento y permanecieron mâs tiempo 
inmôviles durante la prueba de memoria en comparaciôn con los ratones C57BL/6J, 
menos ansiosos (Brinks y cols, 2007a). Este resultado difiere del aportado en este trabajo, 
puesto que ya que las diferencias en el condicionamiento en nuestro caso han sido en la
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version auditiva del paradigma. Es importante recordar que en ambos protocolos de 
condicionamiento -  CMT y CMC - los circuitos neuronales asi como las areas implicadas 
no son las mimas. Esto unido a que se trata de especies distintas podria explicar la 
divergencia en los resultados encontrados. Aun asi, en ambos estudios hayamos 
evidencias de como el rasgo de ansiedad influye en la fuerza con la que almacenan 
diverses tipos de memoria. En un estudio de Pugh y colaboradores (Pugh y cols, 1997) se 
demostrô un efecto diferencial de los glucocorticoides en el condicionamiento del miedo al 
tono y al contexto, comprobando que la falta de respuesta de glucocorticoides en los 
animales adrenalectomizados parecia afectar ùnicamente al establecimiento del 
condicionamiento del miedo al contexto, posiblemente debido a la acciôn de los corticoïdes 
sobre el hipocampo, una estructura implicada en el CMC pero no en el CMT (Selden y 
cols, 1991;Kim y Fanselow, 1992;Phillips y LeDoux, 1992).
Cuando tratamos de extinguir la memoria emocional del miedo reexponiendo a los 
animales al contexto donde habian sido condicionados, tampoco encontramos diferencias 
entre los tres subgrupos de ansiedad, ùnicamente una tendencia a que las ratas HA 
extinguieran mejor en la tercera sesiôn de extinciôn. La relaciôn entre la ansiedad y la 
extinciôn de la conducta de miedo se ha descrito recientemente utilizando el paradigma de 
condicionamiento de miedo al tono. Wellman y colaboradores (Wellman y cols, 2007) han 
comprobado que ratones KO para el transportador de serotonina, que muestran una 
conducta mâs ansiosa que la cepa salvaje, presentan dificultades a la hora de extinguir el 
miedo condicionado a un tono lo cual estâ acompanado por alteraciones morfolôgicas en 
las espinas dendriticas a nivel amigdalino y de la CPF medial, lo que podria estar 
comprometiendo el correcte funcionamiento del circuito cortico-limbico.
Altos niveles de ansiedad dificultan ei condicionamiento del miedo ai tono
Anteriormente en el laboratorio, se habla encontrado que las ratas HA 
condicionaban menos en el paradigma de CMT que las LA al dividir la poblaciôn en dos. 
Hemos corroborado que, efectivamente, ocurre lo mismo dividiendo la poblaciôn en tres 
grupos en funciôn de su ansiedad en el LCE, y nos decidimos abordar el estudio de dichas
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diferencias desde distintas perspectivas. Nos planteamos que el déficit en la memoria 
emocional encontrada en los animales mas ansiosos podia se debida a una alteraciôn en 
el procesamiento de los estimulos y/o en los mecanismos de atenciôn selective. Dicha 
hipôtesis concuerda con estudios en humanos en los que se ha visto que el rasgo de 
ansiedad puede interferir con el CMT (Chan y Lovibond, 1996;de Quervain y cols, 2003a) 
debido a las respuestas de anticipaciôn basadas en la expectaciôn a la llegada de eventos 
aversivos (Borkovec y Roemer, 1995) o bien debido a un déficit atencional durante la 
adquisiciôn de las claves contextuales, auditives o visuales (Lubow y Gewirtz, 1995).
En primer lugar quisimos estudiar qué ocurria con la respuesta del eje HHA y del 
SNA tras el entrenamiento del CMT. Comprobamos que, aunque en todos los grupos se 
producia un incremento de los niveles de corticosterona en plasma debido al estrés que 
suponen las descargas, las ratas l_A seguian presentando mayores niveles de corticoïdes 
que las HA inmediatamente después del entrenamiento. Los mayores niveles de 
corticosterona liberados durante la prueba podrian ser los responsables de que este grupo 
haya consolidado con mâs fuerza la relaciôn entre el tono y la descarga. Se ha visto que la 
cantidad de corticosterona liberada estâ relacionada con el tiempo de inmovilizaciôn que 
se registre durante la prueba de memoria del CMT (Corodimas y cols, 1994). Ratas Wistar 
clasificadas en HRA y LRA (alta y baja actividad locomotora vertical, del inglés, high y low 
rearing activity) en el campo abierto y que ademâs mostraron valores similares a nuestras 
HA y LA en el LCE, también manifestaron diferencias en la consolidaciôn de la memoria. 
Asi, las ratas HRA recordaban peor al ser evaluadas en condiciones amenazantes (Borta y 
Schwarting, 2005). La curva de recuperaciôn de los niveles basales de corticosterona que 
realizamos tras el entrenamiento, reflejô que aunque las ratas LA tienen niveles basales y 
post-entrenamiento mayores, su sistema de retroalimentaciôn es mâs eficaz que el de los 
otros dos grupos. De hecho, a los 30 minutos del entrenamiento sôlo los niveles de 
corticosterona de las ratas LA habian disminuido significativamente.
El grade de activaciôn del SNA puede relacionarse con los niveles de glucosa 
sangre (Umhau y cols, 2003). Es mâs, dichos niveles correlacionan con la intensidad del 
estresor tanto en ratas (Armario y cols, 1990) como en humanos (Armario y cols, 1996).
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Sin embargo, aunque en nuestro caso no hemos encontrado diferencias significativa en el 
grade de activaciôn noradrenérgica inmediatamente después del entrenamiento del CMT, 
los animales HA mostraron niveles mas altos de glucosa 30 minutos después del mismo 
en comparaciôn con los lA y los LA. A pesar de que se ha propuesto que la activaciôn 
simpâtica y la consiguiente hiperglucemia facilitan la memoria emocional inducida por las 
descargas (Hall, 1986), al aportar al organisme la energia necesaria tanto para la 
respuesta fisiolôgica como para los cambios neurales relacionados con los procesos de 
plasticidad (McGaugh, 1989) y el establecimiento del aprendizaje emocional (Ghizoni y 
cols, 2006), en nuestro estudio la liberaciôn incrementada de glucosa en los animales mâs 
ansiosos no ha sido suficiente para que se estableciera la memoria emocional con la 
misma fuerza que en los animales LA.
A partir de este resultado, quisimos comprobar si modulando farmacolôgicamente 
la ansiedad de las ratas HA con un ansiolitico, consegulamos que condicionaran de la 
misma forma que las ratas menos ansiosas. Para ello, administramos buspirona 1 hora 
antes del entrenamiento. La dosis de buspirona, como ya se ha mencionado, se eligiô a 
partir del estudio de Griebel y colaboradores (1997) en el que demostraban que dicha 
dosis (0,1 mg/kg) incrementaba el tiempo que los animales permaneclan en los brazos 
abiertos del LCE incluso mâs que otras dosis mâs altas, y ademâs no afectaba a la 
actividad locomotora. Es mâs, se ha reportado que dosis inferiores a 1 mg/kg no producen 
preferencia de lugar en ratas, en contraste con dosis mayores que se ha visto tienen 
potencial de recompensa (Matsuzawa y cols, 2000). Para evaluar dicha dosis en nuestras 
condiciones, ratas clasificadas previamente como HA, IA y LA en el LCE fueron tratadas 
con buspirona o vehfculo una hora antes de someterlas a la caja luz-oscuridad, utilizando 
también un grupo de animales intactes. Dentro del grupo de animales intactes, se mantuvo 
el rasgo de ansiedad por el que se habian clasificado las ratas en el LCE, confirmando que 
las medidas de ansiedad son consistantes entre ambas pruebas. Al analizar el tiempo que 
los sujetos permanecieron en el compartimente iluminado, comprobamos que la buspirona 
parecia modular la ansiedad de los animales HA sin afectar a la de los otros dos grupos, 
por lo que pensâmes que se trata ba de la dosis apropiada para modular la adquisiciôn en
el paradigma de CMT. El hecho de que un ansiolitico tenga un mayor efecto en un grupo 
de individuos con un rasgo de ansiedad elevado ya se habfa comprobado en estudios con 
ratas seleccionadas. Asi, aunque el tratamiento con diazepam (un ansiolitico de la familia 
de las benzodiacepinas) afectô a todos los animales, las ratas mâs ansiosas fueron mâs 
sensibles al efecto ansiolitico evaluado en el LCE (Liebsch y cols, 1998);(Commissaris y 
cols, 1990;Ramos y cols, 1997).
Asi pues, una vez seleccionada la dosis de buspirona, decidimos estudiar el efecto 
de este ansiolitico en el CMT administrândolo una hora antes del entrenamiento. Cuando 
evaluamos la memoria emocional 48 horas después, vimos que la buspirona incrementaba 
el porcentaje de tiempo de inmovilizaciôn en todos los grupos a pesar de no haber 
afectado a la ansiedad de los animales lA y LA en la CLO. Puesto que otra de las 
suposiciones que planteamos era que la ansiedad de los animales podia estar interfiriendo 
en la atenciôn que los sujetos prestan al tono durante el entrenamiento, es posible que la 
administraciôn del ansiolitico no haya alterado la ansiedad innata de los individuos menos 
ansiosos como para modificar su conducta con respecto a los tratados con salino o a los 
intactos, pero si haya sido suficiente como para incrementar su atenciôn y favorecer el 
establecimiento de la conexiôn entre el estimulo condicionado y el incondicionado. Por otro 
lado, encontramos un efecto llamativo del vehiculo solamente en el grupo HA, 
favoreciendo el condicionamiento de los animales. Para intentar interpretar el por qué de 
este efecto, medimos los niveles de corticosterona y glucosa una hora después de haber 
administrado suero salino a un grupo de animales clasificados por su ansiedad. Los 
niveles de corticosterona inducida por la inyecciôn no difirieron entre los grupos, 
produciéndose un decremento general de la liberaciôn de glucocorticoides. Sin embargo, 
en los animales HA la inyecciôn de salino indujo una activaciôn mayor del SNA con 
respecto a los otros grupos, manifestândose en un incremento global de la glucosa. Este 
resultado corrobora lo que ya se habla visto en ratas de la cepa Sprague-Dawley, en las 
que la inyecciôn de salino asi como la manipulaciôn de los animales indujeron sendos 
incrementos en la glucosa plasmâtica (Hall y Gold, 1986). Como ya se ha mencionado, la 
glucosa puede modular el aprendizaje actuando directamente en el cerebro tras atravesar
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la BHE 0 bien activando las aferencias vagales (Messier, 2004). El SNA cerebral juega un 
papel importante promoviendo la activaciôn comportamental asi como procesos cognitivos 
que incluyen el estado de alerta, la atenciôn, el aprendizaje y la memoria ((Devauges y 
Sara, 1990;Aston-Jones y cols, 1991;Cole y Robbins, 1992;Berridge y cols, 1993); para 
revisiôn ver (Robbins y Roberts, 2007). También se ha encontrado una correlaciôn positiva 
entre la ansiedad de los animales, su comportamiento en el LCE y la hiperglucemia. Asi, 
ratas con un comportamiento mas ansioso en el LCE mostraron también mayores niveles 
de glucosa en sangre (Ghizoni y cols, 2006). En otro estudio realizado con humanos, se 
encontrô un incremento del 6% de glucosa en sangre asociado con el impacto de 
imâgenes con un contenido emocional elevado y la mejora de la retenciôn del contenido de 
dichas imâgenes en la fase de prueba de memoria (Blake y cols, 2001). Mâs 
concretamente, el SNA estâ relacionado con procesos de atenciôn selective como la 
modulaciôn de la respuesta a claves explicitas durante el CMT y el aprendizaje de las 
respuestas emocionales. Se ha visto que la eliminaciôn cortical de noradrenaline altera el 
CMT pero no el CMC (Selden y cols, 1991) y que la interacciôn entre el SNA en la 
amigdala y los glucocorticoides estâ relacionada con el establecimiento de las memories 
emocionales (Roozendaal y cols, 2006). Por tanto, es plausible penser que la activaciôn 
del SNA y la consiguiente liberaciôn de glucosa al torrente circulatorio inducido por la 
inyecciôn favoreciô que las ratas HA llegaran al momento en el que se establece el 
condicionamiento con unas condiciones ôptimas para el establecimiento de dicha memoria 
emocional, a pesar de que sus niveles de corticosterona no han llegado a ser tan altos 
como los de los LA. En un estudio reciente se demostrô que los niveles de NA en la 
amigdala correlacionaban con los indices de memoria registrados 24 horas después del 
entrenamiento, lo que podria indicar que el nivel de actividad del SNA predice la fuerza del 
establecimiento de la memoria emocional (McIntyre y cols, 2002). En la misma linea se ha 
encontrado que un incremento en la liberaciôn de NA en la corteza prefrontal medial 
mejora la realizaciôn de pruebas atencionales en ratas. Sin embargo, otro estudio llevado 
a cabo con ratones en los que el gen de la encima dopamina p-hidroxilasa no era funcional 
y por tanto carentes de adrenalina y noradrenalina, no mostraron ninguna alteraciôn en su
atenciôn utilizando el paradigma de condicionamiento de miedo (Murchison y cols, 2004).
Es posible que niveles elevados de ansiedad alteren la memoria en el CMT 
interfiriendo en la capacidad para prestar atenciôn al tono. La inhibiciôn latente es una 
reducciôn en la respuesta a un estimulo como consecuencia a una exposiciôn previa no 
reforzada y ha sido utilizada tanto en humanos (Lubow y Gewirtz, 1995) como en roedores 
(Feldon y Weiner, 1992) para estudiar la capacidad de ignorar estimulos irrelevantes y 
procesar nuevos estimulos sensoriales o cognitivos. Los resultados encontrados 
concuerdan con nuestra hipôtesis, mostrando que los animales LA intactos mostraron 
tener IL mientras que las ratas HA pre-expuestas (PE) no, ya que permanecieron inmôviles 
la misma cantidad de tiempo que las que no fueron pre-expuestas (N-PE). La alteraciôn de 
la IL indica que un estimulo familiar es procesado como si fuera novedoso (Shalev y cols, 
1998), y de ahi la ausencia de diferencias entre las ratas HA PE y las HA N-PE. La 
administraciôn de buspirona una hora antes de la pre-exposiciôn favoreciô la apariciôn de 
IL en las ratas HA intactas, sin afectar a la IL en las ratas LA. Por tanto, nuestros datos 
sugieren que la elevada ansiedad estarla interfiriendo con el procesamiento de estimulos 
neutros y por tanto con una utilizaciôn eficaz de los recursos atencionales y de aprendizaje, 
lo que aporta una nueva evidencia sobre la influencia del rasgo de ansiedad en el CMT en 
ratas. A pesar de que estudios previos han mostrado que la administraciôn tanto aguda 
como crônica de corticosterona influye en la IL (Shalev y cols, 1998), estos datos no se 
ajustan a nuestros resultados puesto que nuestras ratas mâs ansiosas son las que 
presentan menores niveles de glucocorticoides. Se ha propuesto que los glucocorticoides 
reducen la capacidad del hipocampo para discriminar lo que es relevante de lo que es 
irrelevante en el entorno (Wolkowitz y cols, 1986;Lupien y McEwen, 1997). Pero tal y como 
venimos demostrando, los glucocorticoides no parecen ser los ûnicos responsables de las 
diferencias comportamentales relacionadas con un rasgo de ansiedad. Por un lado, parece 
ser que en pruebas que implican cierta dificultad, las hormonas de estrés podrian 
interactuar con el efecto de la glucosa en la memoria, facilitando o impidiendo la 
consolidaciôn de la misma e incrementando la variabilidad con la que los sujetos 
reaccionan a los estimulos estresantes (Messier, 2004).
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Como ultima aproximacion al estudio de como la respuesta del eje HHA influye en 
el establecimiento de las memorias emocionales estudiamos el efecto de la 
adrenalectomla sobre el CMT y la ansiedad en la caja luz-oscuridad para los HA, lA y LA. 
Pudimos comprobar como, al evaluar las ratas en la CLO, los animales 
adrenalectomizados se comportaron como los HA sham, corroborando el hecho de que 
bajos niveles de corticosterona se relacionan con una conducta de tipo ansiogénico. 
Ademâs, los animales sham mantuvieron su rasgo de ansiedad intacto, mostrando las LA 
una conducta menos ansiosa que las HA.
La prueba de memoria asociada al condicionamiento al tono que realizamos 48 
horas tras el entrenamiento no revelô ningûn efecto de la adrenalectomla, manteniéndose 
la tendencia a que los animales menos ansiosos recordaran mejor la asociaciôn con el 
tono que los otros grupos. Este resultado estâ en consonancia con el obtenido 
anteriormente por Pugh y colaboradores (Pugh y cols, 1997), los cuales no encontraron 
que la eliminaciôn de la respuesta de glucocorticoides afectara al condicionamiento del 
miedo al tono evaluado 24 horas después del entrenamiento. Se pone en evidencia un 
papel selective de los glucocorticoides con respecto a su participaciôn en distintos 
procesos de aprendizaje y memoria. En un estudio realizado en 1984, Sakaguchi y 
colaboradores (Sakaguchi y cols, 1984) observaron en dos cepas de ratas - Wistar y SHR - 
que mientras que la adrenalectomla favorecla el establecimiento de la memoria emocional 
usando un protocolo de CMT, la administraciôn de dexametasona era capaz de revertir los 
efectos de la operaciôn en ambas cepas. Sin embargo, es necesario resaltar que la 
diferencia en el rasgo de ansiedad intrinseca de ambas cepas no estâ claro. De hecho, 
estudios recientes o bien no consideran que existan diferencias en el comportamiento 
relacionado con la ansiedad entre sujetos Wistar y SHR (Ferguson y Cada, 2004) o bien 
apuntan a que las ratas Wistar son mâs ansiosas que las SHR (Pandoifo y cols, 2007)).
Cuando reevaluamos la memoria emocional de estas ratas una semana después 
encontramos que todas las ratas adrenalectomizadas con reemplazamiento de 
corticosterona se comportaban como ratas HA sham, es decir, las ratas habian extinguido
la respuesta de miedo. Por otro lado, niveles elevados de corticosterona, como los que 
presentan las ratas LA sham, estarian dificultando dicha extinciôn. Se ha comprobado que 
la administraciôn de corticosterona durante el entrenamiento del CMT favorece la 
consolidaciôn de la memoria aversiva al tono (Hui y cols, 2004). En la misma direcciôn 
apunta el hecho de que las ratas mâs ansiosas extinguieran mâs fâcilmente la conducta de 
miedo que las LA en el CMC.
1.2.- Efecto del rasgo de ansiedad en la vulnerabilidad al estrés y 
al déficit cognitive asociado al envejecimiento
Un gran numéro de individuos se enfrentan cada dia a elevados niveles de estrés 
en sus vidas, ya sea en el trabajo, en un entorno académico o a nivel personal lo cual 
conlleva un importante riesgo de llegar a padecer enfermedades (Dusselier y cols, 2005). 
La utilizaciôn de un protocolo de estrés crônico e impredecible con roedores da lugar a un 
perfil comportamental hasta cierto punto comparable al de las psicopatologlas humanas 
asociadas a la ansiedad y/o la depresiôn (Wiliner, 1984;D'Aquila y cols, 1994;Zurita y cols, 
2000;Buwalda y cols, 2005). En la rata, la corticosterona régula el metabolismo, las 
funciones fisiolôgicas, la expresiôn génica y la morfologfa neuronal del hipocampo 
(McEwen y Magarinos, 1997), por lo que funciones hipocampales como el aprendizaje y la 
memoria parecen ser susceptibles de ser alteradas por el ECI (Sapolsky, 1985;Kim y Yoon, 
1998;de KIoet y cols, 1999).
Son numerosos los estudios en los que se indica que el envejecimiento estâ 
asociado con la desregulaciôn del eje HHA y la disminuciôn en la eficacia a la hora de 
finalizar la respuesta al estrés, lo que favorece, a su vez, el desarrollo del dano neural 
(Hauger y cols, 1994;Kawano y cols, 1994;Wei y cols, 2007). Basândonos en estos datos, 
la ultima aproximaciôn experimental de esta segunda parte del trabajo consistiô en 
investigar si el rasgo de ansiedad de los animales hace que unos u otros sean mâs 
vulnérables al deterioro cognitivo asociado al envejecimiento tanto a nivel conductual como 
bioqulmico.
En el présente estudio, el estrés crônico produjo una reducciôn significativa en la
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ganancia de peso de los animales, lo cual es un indicador de la efectividad del protocolo 
(Sandi y Touyarot, 2006). En los animales que se dejaron envejecer, las curvas de 
crecimiento llegaron a igualarse 3 semanas después de la finalizaciôn del ECI, 
manteniéndose iguales hasta el final del estudio. Estos datos concuerdan con resultados 
previos en los que se ha comprobado que el protocolo de ECI produce una reducciôn del 
peso corporal a lo largo de la exposiciôn al estrés, en contraposiciôn con lo que ocurre con 
el estrés crônico no variable en el que aparece una tendencia a recuperar peso por parte 
de las ratas estresadas hacia la mitad del protocolo (Marin y cols, 2007).
1.2.1. Efecto del estrés en el comportamiento
El ECI no afectô al aprendizaje y  la memoria espacial en el laberinto acuàtico de Morris
Cuando evaluamos el efecto del estrés en el LAM no encontramos diferencias ni en
el aprendizaje ni en la memoria evaluada 24 horas después. La bibliografla aporta datos
contradictorios con respecto al efecto del estrés crônico en esta prueba espacial. Son
varios los estudios han demostrado que este protocolo es capaz de alterar la estructura y/o
la funciôn del hipocampo y la subsiguiente realizaciôn de pruebas de aprendizaje espacial
(McEwen y Magarinos, 1997;Sousa y cols, 2000). Sin embargo, otros autores no han
encontrado dicho efecto deletéreo, por lo que se ha planteado que los efectos nocivos del
estrés dependen del tipo de estrés aplicado, la cepa y el sexo del animal.. Gouirand y
Matuszewich (Gouirand y Matuszewich, 2005) encontraron que las ratas sometidas a un
protocolo de ECI durante 10 dias consécutives aprendian mejor la localizaciôn de la
plataforma durante el entrenamiento. Muchos autores consideran el ECI como un protocolo
de estrés moderado en contraposiciôn con protocolos de inmovilizaciôn mas severos que
se acompahan de niveles de glucocorticoides muy elevados, los cuales contribuyen a la
atrofia hipocampal (Sousa y cols, 2000), reducciôn en la neurogénesis (Isgor y cols, 2004)
y a la alteraciôn tanto de la funciôn cognitiva (Bodnoff y cols, 1995;Conrad y cols,
1996;McLay y cols, 1998;Touyarot y cols, 2004), como de la LTP (Pavlides y cols,
1993;Bodnoff y cols, 1995). Sin embargo, otros estudios (Mabry y cols, 1996;Bartolomucci
y cols, 2002), entre ellos experimentos previos de nuestro laboratorio, tampoco
encontraron un deterioro del aprendizaje espacial utilizando un protocolo de estrés crônico
por inmovilizaciôn. Por tanto, aunque los cambios en el hipocampo inducidos por el estrés 
crônico en ocasiones pueden estar mediando diferencias en la conducta, esta relaciôn 
entre la morfologia y la funciôn no siempre parece producirse (Gouirand y Matuszewich,
2005). La compleja interacciôn entre los niveles de glucocorticoides o los efectos del estrés 
y el aprendizaje suele explicarse gracias a la curva de corticoïdes en forma de U invertida 
(Lupien y McEwen, 1997) y en el caso del ECI probablemente nos encontrariamos en una 
zona media de liberaciôn de corticosterona (Gouirand y Matuszewich, 2005).
Otra posible causa de no encontrar un efecto del estrés en esta prueba podria 
deberse a una mayor motivaciôn por parte de las ratas estresadas. La motivaciôn es un 
componente critico en la realizaciôn de numerosas pruebas utilizadas para el estudio del 
aprendizaje y la memoria. Cuando los sujetos se encuentran ante una situaciôn estresante 
continuada de la que no pueden escapar, se produce una conducta caracteristica 
denominada indefensiôn aprendida’ (Eisenstein y Carlson, 1997). En la prueba del LAM 
existe una via de escape, la plataforma escondida, que motiva a los sujetos a realizar la 
tarea. Cuando los animales estresados y no estresados se enfrentan a un paradigma como 
el LAM, no parten del mismo grado de motivaciôn (Bowman y cols, 2003). En un contexto 
nuevo la conducta se centra fundamentalmente en intentar escapar y explorar (Exner y 
Clark, 1993). En el caso particular del LAM, la correcta realizaciôn de la prueba depende 
de un delicado balance entre la motivaciôn dada por la recompensa de salir y el estrés 
intrinseco al paradigma (Bardo y cols, 1996). Debido al protocolo de estrés crônico 
utilizado, las ratas fueron sometidas de forma aleatoria a diversas situaciones de estrés 
moderado en distintos contextos del cual no podian escapar. Ahora, todos los animales, 
tanto los estresados como los contrôles, se expusieron al agua y tuvieron que nadar para 
encontrar la plataforma, lo que podria considerarse un contexto estresante de por si. La 
recompensa que supone el encontrar la plataforma podria motivar mas a las ratas 
estresadas a aprender, mientras que el estrés intrinseco del LAM podria ser mas nocivo 
para las ratas contrôles que habian permanecido en sus jaulas hogar durante los 28 dias 
que duré el ECI. Missiin y colaboradores (Missiin y cols, 1982) comprobaron que la 
magnitud del incremento de los niveles de corticosterona era proporcional al grado en el
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que un nuevo entorno difiere de! entorno familiar. En este caso, aunque la situaciôn y el 
contexto eran nuevos para los dos grupos, las ratas estresadas estaban habituadas a 
cambiar de entorno cada dia, mientras que los animales contrôles era la primera vez que 
abandonaban la sala donde se encontraban estabulados.
El estrés crônico alterô la memoria de reconocimiento de objetos
En esta prueba, como ya se ha mencionado, se évalua la conducta espontânea de
los animales a explorar los nuevos objetos de su entorno (Ennaceur y Delacour, 1988). A 
la hora de estudiar un modelo hipocampal de memoria espacial es importante tener en 
cuenta el componente de estrés intrinseco de la prueba, ya que puede afectar a la 
motivaciôn y al estado de alerta de los sujetos (de Quervain y cols, 1998). La utilizaciôn de 
la PRO y de la PLO nos permite reducir la acciôn de estas variables sobre el aprendizaje y 
la memoria (Ferguson y Sapolsky, 2007).
Evaluamos la memoria de reconocimiento de los animales a los 4 meses de edad 
(considerados jôvenes) y a los 11 meses de edad (considerados adultes). En ambos casos 
encontramos un efecto significative del estrés, presentando las ratas estresadas indices de 
memoria mas bajos que las ratas del grupo control, lo que podria apuntar a un posible 
daho neural causado por el estrés. Resultados similares han sido descritos por Barker y 
Kim (Baker y Kim, 2002) utilizando un protocolo de ECI, viendo ademâs que las ratas 
estresadas presentaban alteraciones en la LTP hipocampal. En la misma linea de 
resultados se vio una disminuciôn en el indice de discriminaciôn en la PRO tras 21 dias de 
estrés por inmovilizaciôn (Bowman y cols, 2003). Sin embargo, puesto que el estrés agudo 
también afecta a la memoria de reconocimiento de objetos en roedores (El Hage y cols, 
2004;Kart-Teke y cols, 2006), no podemos discernir si el déficit de memoria encontrado a 
los 11 meses de edad se debe exclusivamente al efecto del ECI o a los recordatorios de 
estrés posteriores.
En monos se ha comprobado que en esta prueba estân participando tanto la 
corteza parahipocampal como la rinal, teniendo incluso un papel mayor que el hipocampo 
(Zola-Morgan y cols, 1989;Squire y Zola-Morgan, 1991;Meunier y cols, 1993). En ratas, sin 
embargo, las lesiones en el hipocampo o en el fôrnix han mostrado resultados
contradictorios en su efecto sobre la PRO (Wood y cols, 1993;Ennaceur y cols, 
1997;Aggleton y cols, 1997;Bussey y cols, 2000;Mogensen y cols, 2004), por lo que en 
nuestro caso, no es fécil relacionar el efecto nocivo del ECI sobre la memoria con la 
alteraciôn de un ârea cerebral especifica.
La segunda vez que los animales se re-expusieron a la arena para realizar la 
prueba observamos un menor tiempo total de exploraciôn de los objetos, asi como un 
menor indice de memoria para ambos grupos. Esta observaciôn también ha sido descrita 
en otros estudios (File y cols, 1993;Pereira y cols, 2005), y los autores sugieren que podria 
reflejar tanto una reacciôn de miedo aprendida ante las ya conocidas condiciones 
ansiogénicas del aparato (File y cols, 1993;Rodgers y Cole, 1993) como una habituaciôn al 
mismo (Dai y cols, 1995;Thiel y cols, 1998) o una menor motivaciôn por parte de los 
animales (Beck y Luine, 2002) con la consiguiente reducciôn de la actividad exploratoria.
El estrés crônico redujo ia tasa de altemancia espontânea
Desde hace tiempo se sabe que tanto los roedores (Dember y Fowler, 1958) como
gatos (Frederickson y Frederickson, 1979) y polios (Brown, 1976) suelen alternar 
correctamente los brazos del laberinto utilizado para la PAE. Ademas, su tasa de 
altemancia estâ influenciada por la capacidad de memoria de trabajo de los animales 
(Isseroff, 1980;Lalonde y cols, 1986) y sus niveles de ansiedad (Mitchell y cols, 1985;Bats 
y cols, 2001).
Cuando evaluamos el efecto del estrés en las ratas una vez que estas tuvieron 20 
meses de edad en la PRO, comprobamos que las ratas estresadas mostraron un indice de 
discriminaciôn menor que aquellas que no habian sido estresadas en su juventud. Esto 
concuerda con datos obtenidos previamente en ratones, en los que se vio que tras 8 
semanas de estrés crônico impredecible suave', los animales estresados velan disminuida 
su capacidad de altemancia, en este caso, en un laberinto en T (Pardon y cols, 2004). Es 
mâs, inyecciones de corticosterona administradas durante 8 semanas disminuyeron la tasa 
de altemancia espontânea en las ratas al compararse con aquellos sujetos que recibieron 
vehiculo (Bardgett y cols, 1994). También se ha observado este efecto deletéreo tras dos 
semanas de estrés por inmovilizaciôn (Pierard y cols, 2006).
nExisten numerosas areas corticales implicadas en la realizaciôn correcta de esta 
prueba, entre ellas el hipocampo (Kirkby y cols, 1967;Johnson y cols, 1977;Sarnyai y cols, 
2000) y la corteza prefrontal (Divac, 1975;Delatour y Gisquet-Verrier, 1996;Del Arco y cols,
2007). Podemos plantear que la alteraciôn en la memoria de trabajo manifestada por las 
ratas estresadas esté relacionada con un posible dano neural producido durante el periodo 
de ECI y mantenido posteriormente por los recordatorios de estrés.
El estrés crônico afectô a ia memoria de localizaciôn de objetos
Se sabe que un régimen de estrés continuado es capaz de alterar la memoria en la
PLO (Beck y Luine, 1999;Beck y Luine, 2002;Bowman y cols, 2003) y nuestros resultados
concuerdan con dichos datos. A pesar de que el Indice de discriminaciôn no fue muy alto
en ninguno de los grupos, debido probablemente la edad avanzada de los animales (22
meses de edad), encontramos que los sujetos estresados manifestaron un déficit cognitivo
importante con respecto a los animales contrôles. Se ha publicado que ratas con el
hipocampo lesionado no realizan la PLO correctamente al compararlas con las ratas
contrôles, lo que sugiere que el hipocampo juega un papel importante en el recuerdo de
dônde y en qué contexto se encontraba un objeto (Mumby y cols, 2002). Sin embargo,
recientemente se ha comprobado que si se lesiona el giro dentado (GD) del hipocampo las
ratas siguen siendo capaces de reconocer el cambio de posiciôn del objeto conocido. Esto
podria deberse también a que el tejido preservado en CA1 y CA3, que continua recibiendo
aferencias de la corteza entorrinal (Yeckel y Berger, 1990), estarla contribuyendo a la
adquisiciôn y retenciôn de la memoria asociativa necesaria para llevar a cabo esta prueba
correctamente (Hernandez-Rabaza y cols, 2007).
1.2.2. Efecto del estrés en los niveles plasmàticos de corticosterona
Las ratas estresadas liberaron mâs corticosterona que las ratas del grupo control durante y 
tras el protocolo de ECI
Esta ampliamente comprobado que cuando los roedores son expuestos
repetidamente a un estrés por inmovilizaciôn la liberaciôn de corticosterona sufre una
habituaciôn, que normalmente se inicia a las dos semanas de haber comenzado el
protocolo (Burchfield y cols, 1980;Dal Zotto y cols, 2002:Gadek-Mlchalska y Bugajski,
2003). Sin embargo, la utilizaciôn de un protocolo de ECI induce una elevaciôn continuada 
de los niveles de corticosterona (Burchfield y cols, 1980;Magarihos y McEwen, 1995;Dal 
Zotto y cols, 2002) sugiriendo que la adaptaciôn del eje HHA depende del tipo, la duraciôn 
y la severidad del estresor escogido (Burchfield y cols, 1980;Pitman y cols, 
1988;Magahhos y McEwen, 1995;Blanchard y cols, 1998;Dal Zotto y cols, 2002).
Tres semanas después de haber comenzado el estrés, quisimos comprobar cômo 
estaba reaccionando el eje HHA de los animales estresados en relaciôn con el grupo 
control midiendo la corticosterona plasmâtica de ambos grupos a tres tiempos, a tiempo 0 
(en el grupo estrés représenta el momento inmediatamente anterior a introducir las ratas 
en los cepos), 30 minutos después (justo antes de sacar a las ratas estresadas de los 
cepos) y una hora después. En las tres ocasiones, los niveles de corticosterona de las 
ratas estresadas fueron significativamente mayores que los de las ratas control, si bien en 
estas ultimas se produjo un ligero incremento de la misma a los 30 minutos de la primera 
extracciôn debido, probablemente, al efecto estresante del code en la cola. Estos 
resultados concuerdan con el estudio de Marin y colaboradores (Marin y cols, 2007) en el 
que observaron que tras 11 dias de ECI, los niveles de corticosterona basales de las ratas 
Wistar adultas estresadas eran significativamente mayores que los de los animales del 
grupo control, obteniendo una curva de liberaciôn de corticosterona en los animales 
estresados muy similar a la nuestra.
El anàlisis de los niveles plasmàticos de corticosterona al término del protocolo de 
ECI, a los 4 meses de edad, indicô que los animales estresados presentaban niveles 
basales de corticosterona mayores que los contrôles. Confirmâmes de nuevo el hecho de 
que el ECI no produce tolerancia en la liberaciôn de corticosterona (Rodriguez Echandia y 
cols, 1988) como ocurre con el estrés crônico por inmovilizaciôn (Keim y Sigg, 
1976;Armario y cols, 2004). Este resultado coincide a su vez con lo visto en un 
experimento realizado con ratones sometidos a 7 semanas de ECI (Schmidt y cols, 2007).
El efecto de! ECI sobre la liberaciôn de corticosterona desapareciô a los 24 meses de edad
A los 24 meses de edad, los animales viejos se sacrificaron, y encontramos que.
paradôjicamente, los animales estresados presentaban menores niveles de corticosterona 
que los no estresados. Sandi y Touyarot (Sandi y Touyarot, 2006) utilizaron un protocolo 
de ECI similar al nuestro en ratas de 12 meses de edad a las cuales dejaron envejecer. A 
los 18 meses evaluaron los niveles de corticosterona en plasma y encontraron diferencias 
entre las ratas estresadas y las contrôles en la misma direcciôn que las halladas en 
nuestro estudio. Hay que tener en cuenta, que en el présente trabajo transcurriô mâs de un 
ano entre la finalizaciôn del ECI y el sacrificio. En el estudio con ratones de Schmidt y 
colaboradores (Schmidt y cols, 2007) anteriormente mencionado, el incremento en los 
niveles de corticosterona encontrado inmediatamente tras la finalizaciôn del estrés 
desaparecla si se dejaba pasar una semana de intervalo entre la ultima prueba estresante 
y el sacrificio. Ademâs se ha observado que la exposiciôn a estimulos estresantes agudos 
de forma repetida (Pollard y cols, 1976) induce atenuaciôn en la respuesta del eje de 
estrés. En nuestro protocolo de envejecimiento, las ratas se enfrentaron a situaciones 
estresantes una vez al mes desde los 3 meses hasta los 20 por lo que pudieron haber 
sufrido una habituaciôn a las mismas. Podriamos hipotetizar que cuando las ratas 
estresadas se sacaron de sus jaulas para ser transportadas al quirôfano donde fueron 
sacrificadas, podrian haber relacionado dicha situaciôn con el mismo patrôn utilizado cada 
mes para ser estresadas y mostrar asi una respuesta atenuada en su eje HHA y por tanto 
en los niveles de corticosterona. Sin embargo, las ratas del grupo control no estaban 
acostumbradas a ser trasiadadas a otra habitaciôn que no fuera la de conducta y estar en 
contacte con otras personas que no fueran el investigador encargado de llevarla a cabo, lo 
que pudo desencadenar una reacciôn de miedo intensa que coincidirla con unos niveles 
elevados de corticosterona.
1.2.3. Efecto del estrés en los niveles bioquimicos de molécules y receptores
El ECI no alterô la expresiôn de los receptores de glucocorticoides en el hipocampo, pero 
si en la corteza frontal.
En este trabajo, el estrés crônico e impredecible no causô ningûn efecto en los
niveles de receptores de glucocorticoides de tipo MR ni de tipo GR en el hipocampo, ni
inmediatamente después de! estrés, ni a los 24 meses de edad.
Respecto a lo que ocurre en los animales jôvenes, en la literatura encontramos 
datos a favor y en contra de nuestros resultados. Tanto experimentos previos realizados 
en nuestro laboratorio como datos aportados por la bibliografia muestran una ausencia de 
efecto de distintos protocolos de estrés crônico sobre la expresiôn de ambos tipos de 
receptores en el hipocampo (Herman y Cullinan, 1997;Paskitti y cols, 2000). Parece ser 
que la regulaciôn a la baja de la expresiôn de los GRs hipocampales se produce tras un 
estrés agudo o un estrés crônico breve, pero no cuando la situaciôn estresante se 
prolonge en el tiempo o tras la administraciôn de dosis elevadas de corticosterona (Paskitti 
y cols, 2000,Fujikawa y cols, 2000;Fernandes y cols, 2002). Sin embargo, otros autores 
han reportado una disminuciôn significativa de los niveles de GRs hipocampales utilizando 
di versos paradigmes de estrés crônico y en distintas especies (Herman y cols, 
1995;Makino y cols, 1995;Kitraki y cols, 1999;Chen y cols, 2007).
Tras analizar los homogenados de corteza frontal, los receptores de tipo GR 
aparecieron disminuidos en los animales viejos estresados. Estudios recientes apuntan 
que el estrés crônico por inmovilizaciôn disminuye la expresiôn de los receptores de tipo 
GR en la corteza prefrontal en relaciôn con los animales no estresados (Mizoguchi y cols, 
2003;Chen y cols, 2007), pero dichas diferencias desaparecen cuando se reduce el tiempo 
y la duraciôn del estrés (Karandrea y cols, 2002). Asi pues, nuestros resultados parecen 
indicar que ha sido necesaria la combinaciôn del efecto deletéreo del estrés, los 
recordatorios y el proceso de envejecimiento lo que ha llevado a mermar la expresiôn de 
los receptores de glucocorticoides.
Los receptores tipo MR présentaron niveles mâs bajos en la corteza de los 
animales estresados jôvenes, perdiéndose dicha diferencia al llegar a la senectud. Datos 
previos sugieren que aunque los MR neuronales estân regulados negativamente por los 
glucocorticoides via GRs (Herman y cols, 1999), se requieren niveles muy elevados de 
glucocorticoides circulantes para regular a la baja los MR ya que puede producirse una 
habituaciôn o modulaciôn de los receptores tipo GR durante el estrés crônico (Paskitti y 
cols, 2000), situaciôn que se produce durante un protocolo de ECI como el utilizado en el
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presente trabajo. Mientras que algunos grupos ban reportado que la expresiôn de 
receptores de tipo MR disminuye cuando los animales son sometidos a estrés crônico 
(Herman y cols, 1995;Touyarot y cols, 2004;Schmidt y cols, 2007), otro autores no 
encontraron dicho efecto (Paskitti y cols, 2000).
La diferencias entre los resultados aportados por los diferentes investigadores 
pueden deberse a la edad y cepa de roedor utilizado asi como la duraciôn, intensidad y 
tipo de estresor utilizada por cada experimentador.
Posible papel protector del FGF hipocampal en las ratas viejas estresadas
Se sabe que los glucocorticoides regulan a la alza la expresiôn tanto de la proteina
(Chadi y cols, 1993;Mocchetti y cols, 1996;Hansson y cols, 2000) como del gen que 
codifica para el FGF (Mocchetti y cols, 1996;Hansson y cols, 2000) en todo el SNC, 
atribuyéndole un efecto neuroprotector. Es mâs, la reducciôn de los niveles basales de 
glucocorticoides mediante adrenalectomia atenûa la expresiôn del FGF (Follesa y 
Mocchetti, 1993;Chao y McEwen, 1994). A pesar de ello, en este estudio observâmes que 
el ECI no afectô a los niveles de FGF medidos en el hipocampo inmediatamente después 
del estrés crônico. La literatura nos ofrece resultados diferentes en funciôn del tipo de 
estresor empleado. En concordancia con nuestros dates, Kuroda y McEwen (Kuroda y 
McEwen, 1998) vieron que el estrés crônico por inmovilizaciôn no alteraba los niveles de 
FGF hipocampal. Sin embargo, otro estudio revelô que tras 28 dias recibiendo una 
descarga en las patas, la expresiôn de FGF se encontraban disminuidos en el hipocampo 
(Bland y cols, 2007).
A pesar de no haber visto un efecto sobre la expresiôn de FGF inmediatamente 
después del ECI, las ratas viejas estresadas expresaban significativamente mâs FGF en el 
hipocampo que las contrôles. Los recordatorios de estrés a los que fueron sometidas 
podrian haber facilitado un incremento progresivo de los niveles de FGF en el hipocampo 
para compensar el posible dano neural producido por los recordatorios. A este respecte, se 
ha comprobado que el estrés agudo induce una modulaciôn a la alta del FGF en el cerebro 
que podria actuar como un mécanisme de compensatorio para mantener la homeostasis 
celular y recudir el dano neuronal (Molteni y cols, 2001).
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En la corteza frontal no se han encontrado diferencias en los niveles de FGF entre 
animales estresados y contrôles ni inmediatamente después del estrés ni a los 24 meses 
de edad. Aunque se sabe que la adrenalectomia disminuye significativamente los niveles 
de FGF en la corteza frontal (Riva y cols, 1995) y que la administraciôn exôgena de 
glucocorticoides (Riva y cols, 1998) asi como el estrés agudo (Molteni y cols, 2001) la 
incrementa, no hay evidencias en la literatura del efecto del estrés crônico en animales 
adultes. Ùnicamente se sabe que el estrés gestacional afecta a la expresiôn de este factor 
en el animal adulte, pero dicha modulaciôn puede ser a la alta o a la baja en funciôn de las 
areas de corteza que se evalùen (Fumagalli y cols, 2005).
Con respecte a los receptores hipocampales de FGF de tipo I, no se encontrô un 
efecto del estrés ni en las ratas jôvenes ni en las viejas. Fuxe y colaboradores (Fuxe y cols, 
1996) encontraron que adrenalectomia producia un decremento en la expresiôn de los 
niveles del receptor para FGF de tipo 1 en algunas zonas hipocampales 24 horas después 
de la operaciôn, los cuales podlan restablecerse con una inyecciôn de corticosterona.
El estrés no afectô a la expresiôn de NCAM pero modulô a la alta los niveles de PSA- 
NCAM en el hipocampo de rata
No encontramos que el estrés crônico utilizado modificara los niveles de NCAM
hipocampales y corticales, ni en los animales jôvenes ni en los viejos. Se sabe que el 
estrés prolongado asi como el tratamiento crônico con glucocorticoides es capaz, no sôlo 
de afectar la funciôn hipocampal, sino también alterar su estructura (McEwen, 1999) a 
través de la modulaciôn, entre otras, de las moléculas de adhesiôn celular neural (Sandi,
2004). Estudios previos de nuestro laboratorio habian revelado que los niveles de NCAM 
en el hipocampo descienden significativamente al someter a las ratas a un estrés de 
inmovilizaciôn durante 21 dIas (Sandi y cols, 2001 ;Venero y cols, 2002;Alfonso y cols,
2006), afectando principalmente a la isoforma NCAM-140 (Touyarot y Sandi, 2002;Koo y 
cols, 2003;Touyarot y cols, 2004). Ademas, los animales que demostraron tener mayores 
alteraciones cognitivas inducidas por el estrés crônico eran aquellos cuyos niveles de 
NCAM-140 se habian visto mas afectados (Touyarot y Sandi, 2002;Touyarot y cols, 2004). 
Es posible pensar que el estrés por inmovilizaciôn y el ECI estén actuando sobre
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mecanismos neurales diferentes y eso haga que utilizando el segundo paradigma no se 
vea afectada la expresiôn NCAM hipocampal.
Estudios previos han demostrado que tanto el estrés crônico por inmovilizaciôn 
(Venero y cols, 2002) como la administraciôn continuada de glucocorticoides (Sandi y 
Loscertales, 1999) son capaces de modular a la baja la expresiôn de NCAM en la corteza 
frontal, una estructura implicada fundamentalmente en el control de los procesos 
cognitivos (Mayberg, 1997;Miller y Cohen, 2001). Sin embargo, como ya se ha 
mencionado, nosotros no obtuvimos diferencias en cuanto a la expresiôn de NCAM en los 
sujetos jôvenes.
Con respecto a los niveles hipocampales de NCAM en los animales viejos, en la 
literatura encontramos que un protocole de ECI impredecible a los 12 meses de edad 
indujo una disminuciôn en la isoforma NCAM-180 cuando los animales fueron viejos (18 
meses), pero no afectô a los niveles totales de NCAM en el hipocampo (Sandi y Touyarot,
2006). Tal vez, un anâlisis especifico de cada una de las isoformas principales de NCAM 
tanto en el hipocampo como el la corteza habrla revelado alguna diferencia entre grupos 
en nuestro estudio.
En relaciôn con la expresiôn de PSA-NCAM hipocampal, el incremento que hemos 
obtenido inmediatamente tras el ECI concuerda con estudios previos en los el estrés 
crônico aumentaba la expresiôn de NCAM polisializada en el hipocampo de rata (Sandi y 
cols, 2001;Touyarot y Sandi, 2002;Pham y cols, 2003;Nacher y cols, 2004) lo que podria 
estar correspondiendo con un incremento en el numéro de neuronas PSA reactivas (Pham 
y cols, 2003). Se sabe que las largas cadenas de PSA juegan un papel importante en la 
remodelaciôn estructural de las sinapsis (Sandi y cols, 2003a) y podria, por tanto, estar 
participando en la modificaciôn de los contactos sinapticos que se producen en las areas 
CA3 y CA1 hipocampales tras un protocole de estrés crônico (Magarinos y cols, 
1997;Stewart y cols, 2005). Atendiendo al papel que juega el PSA tanto en la 
neuritogénesis como en la formaciôn de nuevas sinapsis, este incremento observado tras 
el estrés crônico podria corresponder con un mécanisme compensatorio o protector trente 
al dano neural causado por el estrés (Sandi, 2004).
205
El ECI que utilizamos no afectô a la expresiôn de PSA en la corteza frontal de la 
rata. Otros estudios han indicado que la administraciôn crônica de corticosterona a una 
dosis capaz de inducir atrofia en las dendritas de CA3 (Woolley y cols, 1990) y alteraciones 
cognitivas (Luine y cols, 1994) induce un incremento en los niveles de PSA-NCAM en la 
corteza prefrontal (Sandi y Loscertales, 1999). Es posible que el ECI utilizado en este 
estudio no sea lo suficientemente severo para provocar una modulaciôn de PSA-NCAM en 
la corteza frontal de rata. Otra posibilidad séria que el sistema que subyace a los cambios 
compensatorios inducidos por el estrés y que modulan a la alta determinadas moléculas 
cerebrales, se haya agotado tras mantener dicha situaciôn durante un période prolongado 
de tiempo (Sandi y Bisaz, 2007).
1.2.4. Efecto del rasgo de ansledad en la funciôn cognitiva y en el comportamlento
Los animales mâs ansiosos presentan alteraciones en el aprendizaje espacial evaluado en 
elLAM
En cuanto a la contribuciôn de la ansiedad al aprendizaje espacial en condiciones 
basales (ver apartado 1.2 de la discusiôn), comprobamos cômo bajos niveles de ansiedad 
favoreclan ei aprendizaje espacial mientras que las ratas mâs ansiosas resultaron ser 
peores tanto si habian sido estresadas como si no. Es en la segunda tanda de 
entrenamiento donde puede observarse claramente cômo el ECI ha separado 
perfectamente a los très grupos de ansiedad en la ejecuciôn de esta prueba. Asi, los 
animales menos ansiosos recorrieron menos distancia a la plataforma que los otros dos 
grupos, aunque sôlo difirieron significativamente del otro extremo de ansiedad de la 
poblaciôn. A este respecto, se habia visto en nuestro laboratorio que el estrés crônico por 
inmovilizaciôn eliminaba las diferencias que aparecian en el aprendizaje en el LAM entre 
las ratas HA y LA al dividir en dos de una poblaciôn normal. La falta de concordancia en 
los resultados podrian deberse a que en dicho experimento el grupo de animales de 
ansiedad intermedia, los lA, estarian repartidos entre los HA y los LA, pudiendo eliminar 
asi las diferencias que nosotros encontramos en el segundo dia de entrenamiento. En 
concordancia con este resultado se ha visto que al entrenar en el LAM ratones de las 
cepas BALB/cByJ y C57BL/6J (las cuales difieren en sus niveles de ansiedad basales.
siendo los primeros mâs ansiosos que los segundos), los animales mâs ansiosos tardaron 
significativamente mâs tiempo en encontrar la plataforma escondida que los menos 
ansiosos (Francis y cols, 1995). En la prueba de memoria, no obtuvimos diferencias 
significativas entre los tres grupos en el porcentaje de tiempo que los animales nadaron en 
el cuadrante diana de la piscina, lo que nos indica que a pesar de las diferencias 
encontradas durante el aprendizaje, todos los grupos mostraron las mismas capacidades 
de memoria espacial.
Efecto del rasgo de ansiedad en memoria de reconocimiento de objetos
La prueba de reconocimiento de objetos, en comparaciôn con otros modelos
animales de aprendizaje y memoria no requiere largos entrenamientos y no induce
elevados niveles de ansiedad, por lo que se considéra mâs proximo a las condiciones bajo
las que se évalua la memoria de reconocimiento en los humanos (Ennaceur y Delacour,
1988). Como ya se ha discutido previamente, los animales clasificados en HA, lA y LA del
grupo control no difieren en su memoria de reconocimiento ni cuando son jôvenes ni a los
11 meses de edad. Sin embargo, a los 4 meses de edad, el estrés al que fueron sometidos
afectô de diferente forma a los grupos en funciôn de su ansiedad. De hecho, los animales
estresados con niveles altos de ansiedad obtuvieron un Indice de memoria menor que el
de las lA y que el de las LA y significativamente mas bajo que los animales HA que no
fueron sometidos a estrés crônico. A los 11 meses de edad, de nuevo observâmes que la
memoria de reconocimiento de los animales HA estresados fue la mâs afectada por el
estrés. Asi pues, no sôlo el estrés ha afectado globalmente la ejecuciôn de la prueba, sino
que los animales mâs vulnérables fueron los mâs ansiosos.
La prueba de altemancia espontânea no se vio afectada por el rasgo de ansiedad
La ejecuciôn de esta prueba no se ha visto afectada por el rasgo de ansiedad ni en
los animales contrôles ni en los estresados a pesar de que elevados niveles de ansiedad
tienden a disminuir la disposiciôn de los animales a explorar un brazo no conocido del
laberinto. De hecho, se ha comprobado que la tasa de altemancia espontânea varia en
funciôn de una curva en forma de U-invertida en relaciôn con el grado de intranquilidad
que provoque el entorno en los sujetos (Lalonde, 2002). Al contrario de lo que habia
ocurrido hasta ahora, en la PAE el estrés no favored6 la diferendacion de los grupos de 
ansiedad en funciôn de su memoria como habia ocurrido anteriormente.
Efecto del rasgo de ansiedad en la memoria de localizaciôn de objetos
Aunque el ECI al que fueron sometidos los animales en su juventud provocô un
déficit en la memoria de localizaciôn de objetos a nivel global, esta diferencia se debe
principalmente a que son los animales HA estresados los que se han visto mâs
perjudicados al compararlos con las ratas HA contrôles. Expérimentes previos con ratas
Wistar (mâs ansiosas) y Lewis (menos ansiosas) no hallaron diferencias en la realizaciôn
de esta prueba (Ennaceur y cols, 2005), lo que concuerda con nuestros resultados en las
ratas contrôles.
Cuando los animales realizaron esta prueba tenian 22 meses de edad, lo cual 
podria inducirnos a pensar en un efecto deletéreo del envejecimiento mâs acusado en los 
animales con un rasgo de ansiedad elevado. De hecho, en ratones se ha visto que existe 
una relaciôn entre altos niveles de ansiedad, alteraciones en el sistema inmunolôgico y el 
envejecimiento prematuro (Guayerbas y cols, 2002).
1.2.5. Reevaluaciôn de los niveles de ansiedad
Rasgo de ansiedad
Un mes después del LAM, quisimos investigar si el rasgo de ansiedad inicial de los 
animales se mantenia con el tiempo (en el grupo control) y si habia sido afectado por el 
ECI. Para ello utilizamos tanto la caja luz-oscuridad (CLO) como el campo abierto (CA). De 
la misma forma que el LCE, la CLO se basa en el conflicto entre la tendencia de los 
roedores a explorar un nuevo entorno y las propiedades aversivas de un espacio abierto e 
iluminado (Crawley y cols, 1985). Tanto una disminuciôn en el tiempo que pasa el animal 
en el lado iluminado, como un incremento en la latencia a salir desde la zona oscura 
pueden ser interpretados como un incremento de la ansiedad (Finn y cols, 2003). 
Efectivamente, los valores obtenidos en la CLO se adecuaban a los perfiles de ansiedad 
inicialmente obtenidos en el LCE. En los animales que permanecieron en sus jaulas 
durante el periodo de estrés, el grupo ‘Control’, la latencia a salir a la luz correlacionô
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negativamente con el porcentaje de tiempo que pasaron los animales en el LCE, pero no 
asi el tiempo total de segundos en el compartimente iluminado. Sin embargo, ambos 
paramétrés correlacionaron significativamente en el case de los animales estresados. La 
CLO lleva intrinseco un componente ansiogénico elevado, dado que encontrarse en un 
espacio abierto e iluminado por una luz brillante es altamente aversivo para los roedores. 
Los animales control mantuvieron la pauta de salida al area iluminada en funciôn del rasgo 
de ansiedad, sin embargo, el permanecer en la zona ansiogénica del aparato supone 
quizas un desafio demasiado importante y por tanto el estado de ansiedad de todos los 
animales fuera lo suficientemente elevado como para superponerse al rasgo de ansiedad. 
En cambio, para los animales estresados no supuso tanta novedad puesto que han tenido 
que enfrentarse no sôlo a numerosas situaciones de estrés mas nocivas, sino que ya han 
estado expuestos a una luz intensa durante la inmovilizaciôn en los cepos. Puede ser que 
por ello, este factor no haya sido limitante en el grupo de animales estresados y se 
mantengan la correlaciôn con el LCE.
El hecho de que la exposiciôn de nuestros animales a diferentes estresores 
durante un tiempo prolongado no haya alterado el rasgo de ansiedad de los grupos 
seleccionados, ha sido descrito en experimentos previos utilizando llneas seleccionadas 
de animales HAB y LAB tras un ECI (Neumann y cols, 2005). Se sabe que el LAM o bien 
descargas eléctricas en las patas suponen situaciones de estrés elevado (Hodges, 
1996;Sandi y cols, 1997;Cordero y cols, 1998;Conrad y cols, 1999a) que pueden 
incrementar el estado de ansiedad de los sujetos (Andreatini y Bacellar, 2000;Mechiel y De 
Boer, 2003). Sin embargo en estos estudios, al igual que en el trabajo que nos ocupa, se 
constaté que el rasgo de ansiedad de los animales se mantenia cuando ésta era 
reevaluada tras situaciones adverses como las que mencionadas o ECI en nuestro caso.
Diferentes paradigmes de estrés alteran elementos neuronales especificos de la 
amigdala que pueden modificar el comportamiento o incrementar la emotividad de los 
individuos (Vyas y cols, 2002), ya que se trata de un area fuertemente implicada en la 
consolidaciôn del rasgo y del estado de ansiedad de los animales (File et al., 1998). El 
hecho de que el ECI no haya inducido un incremento de la ansiedad puede deberse a que
su efecto neural es diferente al inducido por el estrés por inmovilizaciôn. La bibliografla 
reporta que el estrés crônico por inmovilizaciôn durante 10 dias consécutives (Vyas y 
Chattarji, 2004) induce cambios en la estructura sinâptica de la amigdala los cuales 
correlacionan con un incremento en la ansiedad evaluada en el LCE. Mientras que el ECI 
si bien afectô de forma especifica a las neuronas bipolares de del NBLA, no alterô la 
ansiedad de los animales. Sin embargo, recientemente los mismos autores han 
encontrado que cuando el estrés se prolonge hasta los 21 dias de duraciôn, dichos 
cambios desaparecen como consecuencia, probablemente, de cambios homeostaticos que 
compensan el efecto aversivo inducido por el estrés (Vyas y cols, 2006).
Cuando los animales fueron sometidos a la prueba del CA, de nuevo encontramos 
que sôlo en el grupo de animales estresados se produce una correlaciôn entre el tiempo 
que los animales pasaron en la zona interna del aparato y los valores del LCE. En esta 
prueba se évalua la tendencia natural de los animales a explorar un nuevo entorno para 
encontrar posibles salidas con el peligro de alejarse de las paredes que les ofrecen una 
relativa seguridad trente a los predadores. A pesar de que el tiempo de exploraciôn en el 
centro del aparato puede ser interpretado como indice de la ansiedad de los animales, la 
validaciôn farmacolôgica de esta prueba como medida ansiedad no es del todo 
concluyente (Finn y cols, 2003).
1.2.6. Ansiedad y niveles circulantes de corticosterona
Ansiedad y  retroaiimentaciôn negativa de! eje de estrés
Con el fin de estudiar cômo el estrés modulaba la actividad del eje HPA en cada
uno de los grupos de ansiedad, se tomaron muestras de sangre para cuantificar el nivel de 
corticosterona en diferentes puntos temporales del protocole y tras diversas pruebas. Ya 
hemos visto que en condiciones basales las ratas LA presentan mayores niveles de 
corticosterona en sangre que las lA y que las HA, y que esta diferencia se mantiene ante 
un estrés agudo como es el entrenamiento en el condicionamiento del miedo, prueba que 
utilizamos como primer estresor del paradigma. En la segunda semana de estrés, tras una 
hora en la plataforma elevada, los niveles de corticosterona se habian igualado en los tres
grupos. Podemos pensar que, o bien todos los grupos reaccionaron de forma similar a esta 
prueba estresante, o bien que tras dos semanas de estrés han empezado a producirse 
cambios diferenciales en el eje HHA de cada subgrupo que hagan que en este punto del 
protocole los niveles de corticosterona circulantes tiendan a igualarse.
Tres semanas después de haber comenzado el ECI quisimos comprobar cômo era 
la activaciôn y recuperaciôn de la respuesta endocrina de estrés en animales tanto 
estresados sometidos a inmovilizaciôn, como en los contrôles, y dentro de ellos divididos 
en HA, LA e lA, a tiempo 0, 30 y 90 minutes como ya se ha explicado en el apartado 1.1.3. 
Dentro del grupo control, no hubo diferencias en los niveles de corticosterona entre HA, LA 
e lA a tiempo 0 ni a tiempo 30. Pero 90 minutes después del corte en la cola, las ratas HA 
mostraron niveles de corticosterona superiores a los de las ratas lA y LA. A pesar de que 
sus niveles basales de corticosterona de las ratas HA sean bajos, la capacidad del 
organisme para disminuir los niveles de corticoïdes circulantes tras la respuesta de estrés 
parece estar esta alterada en dichos animales. Este desajuste conllevarla una reacciôn 
exacerbada al estrés con los consiguientes efectos nocives tanto biolôgicos como 
psicolôgicos (Gold y cols, 1988a).
Después de estar en los cepos, la respuesta al estrés por inmovilizaciôn de las 
ratas HA fue mayor que la de las ratas lA y LA 30 minutes, y que LA a los 90 minutes, 
evidenciando de nuevo la alteraciôn en los mecanismos de recuperaciôn de las ratas mas 
ansiosas. Estos resultados estarian en concordancia con los obtenidos previamente en 
nuestro laboratorio dividiendo a una poblaciôn de ratas Wistar en HA y LA, donde el estrés 
por inmovilizaciôn de dos horas de duraciôn produjo que las ratas mâs ansiosas liberaran 
mâs corticosterona que las menos ansiosas, 60 y 120 minutos después del estrés. Sin 
embargo, otros estudios realizados en ratas de la cepa Sprague-Dawley no han observado 
una relaciôn entre las diferencias interindividuales en la liberaciôn de corticosterona en 
respuesta a un estrés agudo por inmovilizaciôn, y la ansiedad mostrada por los animales 
en diverses pruebas (Garcia y Armario, 2001). Es importante tener en cuenta a la hora de 
interpreter dichos resultados que, en ocasiones, cepas diferentes de la misma especie 
difieren en sus niveles bioqulmicos basales (Oitzl y cols, 1995), e incluso en sus
respuestas fisiolôgicas de estrés (Veenema y cols, 2004). A pesar de que se ha planteado 
que la respuesta al estrés puede considerarse un rasgo constante en el tiempo para cada 
individuo (Marquez y cols, 2005), a la luz de los datos obtenidos en este estudio, podemos 
plantear que el ECI modula los sistemas que controlan tanto la respuesta del eje HHA 
como los encargados de reprimir dicha respuesta en el tiempo, siendo los animales mâs 
ansiosos, los HA, los mâs vulnérables a sufrir un desajuste en sus mecanismos 
homeostâticos. Esto resultaria poco adaptativo para el animal, el cual no puede regular su 
respuesta emocional de manera eficiente ante las situaciones adverses. Por ello, es 
posible hipotetizar que las ratas HA puedan sufrir dano neural y deterioro cognitive como 
consecuencia de la estimulaciôn prolongada de los receptores de glucocorticoides por la 
corticosterona circulante. De hecho, hemos comprobado como las ratas HA han resultado 
ser las mâs vulnérables a los efectos nocives del estrés y del envejecimiento al ser 
evaluada su memoria tanto en la PRO como en la PLO. Sin embargo, como ya se ha 
discutido, el ECI no alterô el rasgo de ansiedad caracterlstico de los sujetos, por lo que 
podriamos estar ante una prueba de cômo los circuitos biolôgicos que subyacen al rasgo 
de ansiedad no son alterados de la misma forma que aquellos que regulan la repuesta 
fisiolôgica de estrés.
Se ha postulado que cambios en los niveles de receptores de glucocorticoides 
hipocampales podrian estar alterando tanto la respuesta basai como de estrés de eje HHA, 
hecho que nosotros no hemos podido confirmer. Sin embargo, pueden existir diferencias 
en cualquiera de los circuitos neurales implicados en la regulaciôn de la actividad del eje 
de estrés localizados en âreas como la amigdala o el tâlamo (Whitnall y cols, 
1993;Bhatnagar y Dallman, 1998). Por ejemplo, se sabe que el CRF estimula el eje HHA 
induciendo la liberaciôn de ACTH (Rivier y Vale, 1983;Plotsky y cols, 1991). Cuando 
estamos ante un sistema HHA hiperreactivo, como les ocurre a las ratas tras un estrés 
crônico (Aguilera, 1994;Herman y cols, 1995;Ma y Aguilera, 1999) o en pacientes 
depresivos (Raadsheer y cols, 1994), se ha observado un incremento de la expresiôn de 
CRF del nûcleo paraventricular del hipotâlamo. Se ha visto que en las ratas HAB 
genéticamente seleccionadas se produce un incremento en la uniôn al receptor de CRF
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tipo 2 (Wigger y cols, 2004). Ademas, la administraciôn de un antagoniste selectivo del 
receptor de tipo 1 causô efectos ansioliticos y antidepresivos sôlo en las ratas HAB (Keck y 
cols, 2002), lo que lleva a plantear que el receptor de tipo 1 puede estar contribuyendo al 
rasgo de hiper-ansiedad.
Por ultimo, también evaluamos los niveles de corticosterona obtenidos del tronco 
tras el sacrificio, tanto en los animales jôvenes como en los viejos. En ninguno de los 
casos se observô un efecto del factor ansiedad. La ausencia de diferencias en base a la 
ansiedad tal y como hablamos visto hasta el momento puede deberse al método en que se 
ha obtenido la sangre, suceso ya documentado en la bibliografla (Marin y cols, 2007), ya 
que en el caso de la respuesta al estrés se ha realizado mediante un corte en la cola y tras 
el sacrificio se analizô la sangre del tronco.
1.2.7. Efecto de la ansiedad en los niveles bioquimicos de moléculas y receptores
Interacciôn entre el estrés y el rasgo de ansiedad sobre la expresiôn de los receptores de 
glucocorticoides
El ECI indujo un descenso en los niveles de receptores de tipo GR hipocampales 
de las ratas del grupo LA, mientras que los otros grupos de ansiedad no parecieron verse 
alterados. Este resultado no concuerda con los encontrados previamente en el laboratorio 
al dividir la poblaciôn por la mitad, donde el estrés crônico por inmovilizaciôn no afectô a 
ninguno de los subtipos de receptores hipocampales, ni en las ratas HA ni en las LA. Es 
importante sehalar hacia las diferencias en la edad y el protocole seguido por ambos 
trabajos, ya que si bien nosotros hemos introducido recordatorios de estrés y mâs pruebas 
conductuales, los animales de nuestro estudio fueron sacrificados con 12 meses mâs de 
edad.
Con respecto a la corteza frontal, tampoco encontramos un efecto de la interacciôn 
entre el estrés y el rasgo de ansiedad sobre la expresiôn de GRs. En la literatura sôlo 
encontramos cômo la manipulaciôn neonatal disminuye la ansiedad en el animal adulto e 
incrementa los niveles del receptor de glucocorticoides (Durand y cols, 1998).
El rasgo ansiedad no parece haber influido en la expresiôn de receptores 
hipocampales y corticales de tipo MR, como ya se ha comentado previamente en el
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apartado 1.1.2. de esta secciôn. Tampoco el ECI afectô a los niveles de dichos receptores 
en la corteza en funciôn de la ansiedad de los animales. La literatura no ofrece datos 
acerca del efecto especifico del estrés sobre los receptores de glucocorticoides en funciôn 
del rasgo de ansiedad de los animales.
Relaciôn entre la ansiedad y los niveles de FGF-R1 hipocampales
En nuestro estudio, los niveles de FGF no fueron distintos en el hipocampo de los 
distintos subgrupos de ansiedad de los animales jôvenes. En contra de nuestros 
resultados, recientemente se ha relacionado una baja ansiedad con niveles elevados de 
este factor neurotrôfico en el hipocampo. Turner y colaboradores (Turner y cols, 2006) 
observaron que el ambiente enriquecido disminuye la ansiedad de los animales e 
incrementa los niveles de FGF-2 en el giro dentado del hipocampo, lo que parece indicar 
que este factor neurotrôfico pueda estar ejerciendo cierto efecto ansiolitico. Ademas, 
algunos ansioliticos inducen incrementos en los niveles hipocampales de ARNm de FGF-2 
(Gomez-Pinilla y cols, 2000). El hecho de que el estrés no module significativamente los 
niveles de FGF hipocampales pero reduzca la ansiedad de los animales hace dificil sacar 
conclusiones sobre el posible efecto ansiolitico del FGF. En cuanto a los anâlisis 
realizados en la corteza, los animales HA contrôles presentaron mayores niveles de FGF 
que los lA y LA. Sin embargo, a la luz de los datos obtenidos y la informaciôn aportada por 
la literatura, es dificil interpreter los resultados.
Los animales jôvenes LA, tanto los estresados como los contrôles, mostraron tener 
una expresiôn menor de receptores para FGF tipo 1 en el hipocampo que los animales lA y 
HA. Sin embargo, sus niveles se igualaron con los de los otros grupos al llegar a la vejez. 
En este caso podria trata rse de un efecto compensatorio en los animales menos ansiosos, 
puesto que expresan mayores niveles de NCAM hipocampal y se sabe que dicha molécula 
interacciona con el FGF-R1 mediando vias de supervivencia celular (Niethammer y cols, 
2002). Con respecto a la corteza, el rasgo de ansiedad no ha sido déterminante para 
marcar diferencias en la expresiôn del receptor, ùnicamente destacar que los animales lA 
contrôles y LA estresados han resultado ser mâs vulnérables al efecto del envejecimiento. 
Hasta el dia de hoy, no existen estudios previos que indiquen si la ansiedad afecta a la
expresiôn del FGF-R1 en corteza.
Ansiedad y niveles de NCAM
Los animales jôvenes con menores niveles de ansiedad, los LA, expresaron
mayores niveles de NCAM en el hipocampo tras el estrés. Experimentos previos en
nuestro laboratorio habian demostrado que al someter a los animales a estrés crônico por
inmovilizaciôn, los sujetos mas ansiosos expresaban mayores niveles de NCAM
hipocampal, mientras que en nuestro caso el ECI diferenciô los extremos de la poblaciôn
pero favoreciendo la expresiôn de NCAM en el hipocampo de las ratas LA. La diferencia
encontrada entre ambos estudios puede deberse a los protocolos de estrés utilizados.
En la corteza frontal, encontramos el efecto contrario, ya que el estrés indujo un
incremento en los niveles de NCAM en las ratas HA jôvenes. Ambos casos podrian
obedecer a un mecanismo compensatorio, puesto que, como ya se ha mencionado, la
interacciôn de NCAM con los receptores de FGF de tipo 1 activa vlas de supervivencia
celular (Niethammer y cols, 2002)..
No obtuvimos diferencias entre los tres grupos en los valores obtenidos de PSA-
NCAM ni en el hipocampo ni en la corteza frontal en ninguna de las condiciones
estudiadas. En el trabajo de Sandi y Touyarot (2006), tampoco se encontraron diferencias
entre los animales sometidos a un estrés similar y los contrôles ni tampoco en funciôn de
su clasificaciôn en HR y LR en funciôn de la reactividad de los sujetos a un ambiente
novedoso.
1.2.8. Efecto de! envejecimiento en la funciôn cognitiva
El envejecimiento alterô la memoria para el reconocimiento de objetos
En los animales viejos se observa un deterioro general de la memoria de
reconocimiento de objetos. Un efecto similar se ha comprobado en ratas de 21 meses de
la cepa Fischer (Wallace y cols, 2007). Es importante recorder que los animales HA han
sido aquellos cuya memoria de reconocimiento de objetos ha resultado ser mâs vulnerable
a los efectos deletéreos del estrés y del envejecimiento.
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1.2.9. Efecto del envejecimiento en la corticosterona
Diverses estudios han observado que los animales viejos muestran problèmes a la
hora de adapter sus respuestas de estrés (Sapolsky y Altmann, 1991) puesto que su 
mecanismo de retroaiimentaciôn negativa a través del hipocampo parece estar alterado. 
Un estudio reciente encontrô que las ratas viejas muestran un descenso en los niveles de 
ARNm del receptor para glucocorticoides en el hipocampo y âreas corticales relacionadas, 
lo cual parece participer en el déficit de la respuesta al estrés y la pérdida de funciones 
cognitivas (Bizon y cols, 2001); resultados similares se han encontrado utilizando un 
modelo de ratôn prematuramente envejecido (Perez-Alvarez y cols, 2005). Se ha 
planteado que la alteraciôn en la funciôn del eje de estrés en los ratones prematuramente 
envejecidos pudiera estar relacionada con los cambios encontrados en el sistema 
monoaminérgico de dichos ratones (De la Fuente y cols, 2003). Paradôjicamente, nuestros 
animales viejos resultaron tener niveles de corticosterona menores que los animales 
jôvenes en el momento del sacrificio. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que este 
resultado global viene determinado por el descenso en los niveles de corticosterona de los 
animales viejos estresados, ya que si comparamos ùnicamente los contrôles, los animales 
de 24 meses muestran niveles incrementados de corticosterona plasmâtica tal y como se 
esperaba, tendiendo dicha diferencia a la significaciôn.
1.2.10. Efecto de! envejecimiento en los niveles bioquimicos de moléculas y 
receptores
El envejecimiento alterô los niveles de MRs hipocampales asi como de los MRs y los GRs 
en corteza frontal
Se sabe que el envejecimiento disminuye los niveles del receptor tipo GR en el 
hipocampo, proceso que estarla subyaciendo al deterioro en el freno de la respuesta de 
estrés en los individuos viejos (Van Eekelen y cols, 1991;Landfield y Eldridge, 
1991;Hassan y cols, 1999). En nuestro caso, no hemos visto este descenso pero hay que 
tener en cuenta que tanto el aprendizaje como la manipulaciôn pueden incrementar los 
niveles de GR hipocampales (Herrero y cols, 2006). Segùn el protocole utilizado en este 
estudio, cuando las ratas llegaron a los 24 meses de edad habian pasado por varias
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pruebas de aprendizaje y memoria, ademas de la manipulaciôn a la que eran sometidas 
para ser pesadas y numeradas y las pruebas puntuales de estrés en el grupo 
correspondiente. A pesar de que se dejô un tiempo antes del sacrificio con el fin de evitar 
cualquier interferencia de dichas pruebas en las medidas, puede haberse producido una 
compensaciôn progresiva. También es importante recalcar que estudios recientes apuntan 
a que el envejecimiento no afecta por igual a los niveles de GR en todas las âreas 
hipocampales ni a todas las edades en ratas Fischer. Mientras que a los 15 meses de 
edad se observô un descenso en la expresiôn de GRs en CA1 y GA3, pero no en GD, con 
respecto a individuos jôvenes, al llegar a los 30 meses de edad estas diferencias habian 
desaparecido en todas las âreas estudiadas (Murphy y cols, 2002). Por tanto, la ausencia 
de efecto en nuestros resultados podria deberse también al hecho de haber usado 
homogenados de hipocampo, que puede diluir el efecto sobre âreas concretas y/o el 
encontramos en una ventana de tiempo en la que la ya habian desaparecido las posibles 
diferencias debidas a la edad. No obtuvimos tampoco diferencias en cuanto a los niveles 
de estos receptores en la corteza frontal. Estudios previos encontraron que solamente las 
ratas viejas con déficits cognitivos exhiblan significativamente menores de GRs en la 
corteza prefrontal medial que los animales jôvenes. Sin embargo este decremento no se 
vio en aquellos individuos que mantenlan su capacidad cognitiva en la vejez (Bizon y cols, 
2001). Puesto que no hemos evaluado simultâneamente cômo de conservada estâ la 
capacidad de memoria y aprendizaje en nuestras ratas viejas con respecto a las jôvenes, 
es dificil interpreter los resultados obtenidos en funciôn a los resultados de Bizon y 
colaboradores. Otro estudio reciente, esta vez en humanos, encontrô un detrimento en los 
niveles de ARNm de GR en la corteza prefrontal con el envejecimiento, pero ùnicamente 
en algunas capas de corteza (Perlman y cols, 2007). Actualmente se estâ trabajando con 
un modelo de ratôn mutante que sobreexpresa receptores de glucocorticoides de tipo GR 
en todo el cerebro y que présenta alterada su respuesta neuroendocrina de una forma 
similar a la que sucede en animales viejos, por lo que se ha considerado este fenotipo 
como un modelo de envejecimiento prematuro (Wei y cols, 2007).
A los 24 meses de edad, los animales presentaron un descenso en la expresiôn de
los MRs hipocampales y un incremento de la expresiôn en corteza. Nuestros resultados 
coinciden con diversos estudios cientificos en los que se indica que durante el 
envejecimiento disminuye la sintesis de receptores de mineralocorticoides en el ârea 
hipocampal (Hassan y cols, 1999;Yau y cols, 2002;Meijer y cols, 2005). Por otro lado, no 
todos los estudios coinciden con estos datos, puesto que Murphy y colaboradores (Murphy 
y cols, 2002) no vieron diferencias en la expresiôn de MR hipocampal ni a los 15 ni a los 
30 meses de edad en ratas Fischer. Asimismo, no se han encontrado diferencias en la 
expresiôn de MR en la corteza de ratas Wistar de 24 meses con respecto a las ratas 
jôvenes (Meijer y cols, 2005).
En un estudio reciente del que ya hemos hablado anteriormente, Sandi y Touyarot 
(2006) clasificando a las ratas en HR y LR vieron que el ECI no afectaba a los receptores 
de tipo GR, pero si indujo un incremento en los niveles de MR en el hipocampo de las 
ratas LR estresadas, que podria reflejar un mecanismo compensatorio trente al exceso de 
glucocorticoides. Hay que recalcar sin embargo la diferencia de edad de los animales 
utilizados en cada estudio asi como la distinta forma de clasificaciôn de los mismos, lo cual 
puede influir en que no encontremos las mismas diferencias.
Envejecimiento y  niveles de FGF y de su receptor FGFR1
En la actualidad, los efectos del envejecimiento sobre la expresiôn de FGF no
estân claros. Salik y colaboradores (Salik y cols, 2005) encontraron que el envejecimiento 
disminuia el numéro de células que expresan FGF en el hipocampo de las ratas viejas lo 
que se traduciria en un deterioro en la funciôn astrocitaria y por tanto en el control de las 
interacciones sinâpticas entre neuronas y astrocitos. Sin embargo, al igual que Belluardo y 
colaboradores (Belluardo y cols, 2004) nosotros no vimos diferencias en los niveles 
hipocampales de FGF atribuibles al envejecimiento. En nuestro caso podria deberse, como 
ya se ha comentado, a que las ratas hayan sido expuestas a numerosas pruebas de 
aprendizaje y memoria. Sin embargo, hemos encontrado un incremento de los niveles de 
FGF en la corteza frontal de los animales viejos al mismo tiempo que se observô una 
bajada en la expresiôn de su receptor tipo 1, lo que podria estar indicando un mecanismo 
compensatorio por alguna de las dos partes.
Piscusion
La expresiôn de NCAM y  PSA-NCAM se ve favorecida por el envejecimiento
El envejecimiento ha incrementado la expresiôn de NCAM tanto en el hipocampo 
como en la corteza frontal, hecho que apoya el incremento de esta molécula encontrado 
por Linnemann y Skarsfeit (Linnemann y Skarsfeit, 1994) en diverses regiones cerebrales 
examinadas en ratas senescentes. Este incremento, como ya se ha discutido previamente, 
puede deberse a la participaciôn de NCAM en los procesos de neuroplasticidad y por tanto 
un posible papel compensatorio de los procesos degenerativos asociados al 
envejecimiento.
Estudios previos no han demostrado que se altéré la expresiôn de PSA-NCAM con 
el envejecimiento ni en todo el cerebro ni particularmente en el hipocampo (Abrous y cols, 
1997). Sin embargo, nosotros encontramos un incremento en los niveles de NCAM 
polisializada en el hipocampo de las ratas viejas en comparaciôn con las ratas jôvenes. 
Nuestro grupo comprobô recientemente que tras el aprendizaje y memoria espacial los 
niveles hipocampales de estas moléculas aumentaban (Venero y cols, 2006), si bien 
dichos cambios son transitorios y vuelven a niveles basales a los pocos dias de concluir el 
entrenamiento. Dado que se dejô pasar mâs de 1 mes entre la ultima prueba de 
aprendizaje y el momento del sacrificio, esta posibilidad parece poco probable.
También existe la posibilidad de que, durante el envejecimiento, estas moléculas 
se regulen de manera diferencial en distintas âreas de cerebro. Un estudio reciente ha 
analizado la expresiôn de PSA-NCAM en las diversas regiones del ârea hipocampal en 
animales jôvenes, adultes y viejos, y ha comprobado que mientras que en neuronas 
granulares del giro dentado se produce un decremento drâstico de la expresiôn de PSA- 
NACM con la edad, en las neuronas no granulares este efecto es justamente el contrario, 
observândose desde la edad adulta un aumento de los niveles de PSA-NCAM hasta llegar 
a la vejez. En el estrato lùcido, la forma de NCAM polisializada se regulô a la baja, 
mientras que en el resto de los estratos no hay cambios con la edad (Varea y cols, 2007). 
Por tanto el anâlisis realizado en nuestro estudio a partir de homogenados de hipocampo 
completo puede no ser un fiel reflejo de lo que estâ ocurriendo en cada una de las zonas 
independientemente.
Igualmente, en la corteza prefrontal medial se ha encontrado una regulaciôn 
diferencial para cada una de las capas, tendiendo a una reducciôn global de la expresiôn 
de PSA-NCAM en la vejez (Varea y cols, 2007), dato que contrasta con el encontrado en 
nuestro estudio donde, al igual que vimos en el hipocampo, los animales de 24 meses 
tienden a expresar mas PSA-NCAM que los jôvenes.
2. Estudio del efecto del FGL sobre el aprendizaje espacial y la 
plasticidad sinâptica. Papel neuroprotector del FGL frente al 
dano inducido por el estrés crônico
2.1. Efecto del FGL en el aprendizaje espacial y la memoria 
espacial
2.1.1. Potenciacion del aprendizaje espacial por el péptido FGL
En la primera parte de este estudio hemos demostrado el efecto facilitador de la 
administraciôn periférica del FGL, un péptido mimético de NCAM, sobre el aprendizaje 
espacial en el laberinto acuâtico de Morris. Los resultados muestran que durante la fase de 
adquisiciôn las ratas tratadas con el péptido FGL 2 y 5 dias antes del entrenamiento 
recorrieron una menor distancia para encontrar la plataforma sumergida que los animales 
que recibieron el vehiculo. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre los grupos en 
la prueba de retenciôn realizada para comprobar el grado de memoria espacial. En un 
trabajo previo, realizado en nuestro laboratorio, se habia demostrado que la administraciôn 
intracerebroventricular del FGL, inmediatamente después del entrenamiento, favorecia la 
memoria a largo plazo en dos pruebas dependientes de hipocampo (laberinto acuâtico de 
Morris y el condicionamiento del miedo al contexto) (Cambon y cols, 2004). En ese estudio 
se observô que las ratas que habian recibido el FGL presentaban una latencia 
significativamente menor para encontrar la plataforma en el primer ensayo del segundo dia 
de entrenamiento, asi como en el test de retenciôn realizado 24 horas después.
El hecho de que en el présente estudio hayamos observado una potenciaciôn del 
aprendizaje, pero no de la memoria espacial, puede ser debido a varies factores. En primer 
lugar, la administraciôn se ha hecho de manera periférica, mientras que en el estudio de 
Cambon y colaboradores (2004) se habia realizado intracerebroventricularmente. Por tanto, 
es posible que la cantidad de péptido que llegue al cerebro no sea la misma cuando se 
hace de manera periférica o central. No obstante, hay que indicar que las dosis utilizadas 
han sido previamente seleccionadas a partir de varios experimentos piloto. En ellos, se 
habian probado distintas dosis de péptido FGL administrado subcutâneamente y se habian 
obtenido muestras del péptido mediante microdiâlisis, poniéndose de manifesto que al
cabo de 30 minutos de una inyecciôn de FGL 6,6 mg/ml, los niveles de péptido FGL en el 
liquide cefalorraquideo eran similares a los obtenidos mediante la inyecciôn i.c.v. de 5 pg 
empleada en experimentos previos (Cambon y cols, 2004). En segundo lugar, la 
facilitaciôn de la memoria espacial por el péptido FGL se produjo cuando la inyecciôn 
central se hizo inmediatamente después de cada sesiôn de entrenamiento, lo cual indicaba 
que el péptido estaba favoreciendo el almacenamiento de la memoria espacial, 
posiblemente al afectar a la cascada de senales moleculares desencadenadas por el 
entrenamiento y que van a implicar la reorganizaciôn de los substratos neurales de la 
memoria a largo plazo. Sin embargo, en el présente estudio, la administraciôn del péptido 
fue antes del entrenamiento espacial, lo cual nos ha permitido poner de manifesto que el 
péptido, inyectado periféricamente es capaz de potenciar las capacidades de aprendizaje 
espacial de los animales.
La modulaciôn de los niveles de NCAM en otros tipos de aprendizaje dependiente 
del hipocampo ha sido puesta de manifesto recientemente por un trabajo realizado en 
nuestro grupo de investigaciôn. Asi, se ha demostrado que tras la prueba de 
discriminaciôn de olores, en la que la rata aprende a asociar un olor determinado con una 
recompensa (Staubli y cols, 1987;Saar y cols, 1998), se produce una modulaciôn de 
NCAM. En concrete, se encontrô que en el tercer dia de entrenamiento, existfa una 
correlaciôn positiva entre la capacidad de aprendizaje de las ratas y los niveles de NCAM 
tanto en el hipocampo, como en la corteza piriforme (Knafo y cols, 2005). Asi, se ha 
sugerido que el aumento en la expresiôn de NCAM en regiones especifcas durante las 
primeras fases del aprendizaje podria estar facilitando la plasticidad sinâptica que se 
requiere para la consolidaciôn del aprendizaje de discriminaciôn de olores. Por tanto, el 
grado de expresiôn de NCAM en las sinapsis pudiera ser un factor déterminante en la 
capacidad de los animales para aprender. Estos datos apoyarian la hipôtesis de que el 
tratamiento periférico con FGL estaria favoreciendo la funciôn sinâptica y, por tanto, el 
aprendizaje de los animales en el laberinto acuâtico de Morris.
Dado que la prueba del laberinto acuâtico de Morris es claramente dependiente de 
la integridad y buen funcionamiento de la funciôn hipocampal (Morris y cols, 1982;Lathe,
2001), es logico pensar que el péptido FGL administrado subcutâneamente, es capaz de 
alcanzar el cerebro y, posiblemente, podrla estar actuando sobre el hipocampo. No 
obstante, no podemos descartar que este péptido pueda estar actuando también sobre 
otras regiones cerebrales como la amigdala. De hecho, en un estudio anterior (Cambon y 
cols, 2004), se ha podido constatar que la administraciôn del FGL después del 
entrenamiento del condicionamiento del miedo al tono, (una prueba que es independiente 
de la funciôn hipocampal pero que requiere de la amigdala), potencia el establecimiento de 
esa memoria emocional.
En resumen, podria hipotetizarse que el FGL administrado antes del entrenamiento 
es capaz de mejorar la funciôn presinâptica y/o la formaciôn de sinapsis dos mecanismos 
que representan formas funcionales y estructurales de procesos de plasticidad sinâptica 
subyacentes a procesos de aprendizaje y memoria (Milner y cols, 1998;Martin y cols, 
2000). Por tanto, el FGL podria propiciar cambios neuronales que mejorarlan el substrato 
neural sobre el que se va a asentar el proceso cognitivo y que tendrian como 
consecuencia final que el aprendizaje espacial se pueda producir de una manera mâs 
eficaz.
2.2. Efecto de la administraciôn de FGL sobre el numéro de 
espinas dendnticas en el drea CAl del hipocampo
2.2.1. Efecto del FGL sobre la densidad de espinas dendriticas en CAl de! 
hipocampo
Hemos encontrado un incremento en la densidad de las espinas dendriticas 
basales del giro dentado del hipocampo en las 50 pm mas distales. En un estudio mas 
detallado, se ha observado que la mayorla de esas espinas tienen una cabeza de 
pequeho volumen (Knafo y cols, 2008). Se ha visto que este tipo de espinas son menos 
estables y mâs plâsticas que las espinas de mayor tamano (Trachtenberg y cols, 
2002;Kasai y cols, 2003;De Roo y cols, 2008). El tamano de la cabeza de una espina 
dendritica se relaciona con la magnitud de las senales transmitidas (Harris y Stevens, 
1989;Murthy y cols, 2000) por lo que los cambios en el volumen de las cabezas podria 
relacionarse con la modulaciôn de eficacia sinâptica. Las sinapsis que se producen sobre
estas espinas se conocen como ‘sinapsis silentes’ (Matsuzaki y cols, 2001;Hayashi y 
Majewska, 2005) y se ha propuesto que participan en la plasticidad de la transmisiôn 
sinâptica (Isaac, 2003) y que, ademâs, son susceptibles de cambiar con la experiencia. 
Las nuevas espinas inducidas por el tratamiento con FGL podrian incrementar la 
plasticidad sinâptica de la region CA1 del hipocampo, lo que estaria favoreciendo el 
aprendizaje espacial. El hecho de que el incremento en la densidad de espinas haya sido 
mayor en la region distal de las dendritas basales sugiere que tal vez estén modulando 
circuitos especificos.
2.3. El FGL previene el dano cognitivo provocado por el estrés 
cronico y asociado al envejecimiento
2.3.1.El FGL previene las alteraciones cognitivas inducidas por el estrés durante el 
envejecimiento
La exposiciôn continuada a situaciones estresantes puede acelerar el deterioro 
cognitivo durante el proceso de envejecimiento (Porter y Landfield, 1998;McEwen, 
2002;Wilson y cols, 2003;Wilson y cols, 2005). Un estudio reciente ha revelado 
alteraciones cognitivas en animales de 18 meses de edad que habian sido sometidos a un 
protocolo de estrés crônico cuando eran adultos (Sandi y Touyarot, 2006). En este estudio 
quisimos comprobar el potencial efecto neuroprotector del FGL, administrândolo durante 
un protocolo de ECI a ratas de 12 meses, cuyas capacidades cognitivas asi como la tasa 
de proliferaciôn celular en el hipocampo fueron evaluadas 6 meses después.
Cuando evaluamos a los animales en el LAM a los 18 meses de edad, los animales 
estresados mostraron una peor curva de aprendizaje que los contrôles el segundo dia de 
entrenamiento. Es mâs, los animales estresados que fueron tratados con vehiculo 
mostraron un déficit en la prueba de memoria espacial. Dichos efectos no pueden 
atribuirse a alteraciones visuales, puesto que los dos animales que no realizaron 
correctamente la versiôn de la plataforma visible en el laberinto acuâtico fueron excluidos 
de los anâlisis estadisticos (Borcel y cols, 2008). Estos resultados estân de acuerdo con 
los obtenidos recientemente que apuntan a que el ECI durante la edad adulta no sôlo es 
capaz de incrementar el dano cognitivo observado en individuos viejos sino que también
acelera su apariciôn (Sandi y Touyarot, 2006), acelerando la pérdida de la capacidad 
cognitiva espacial durante la senectud.
Existen otros estudios que apoyan el hecho de que la edad adulta es un periodo 
especialmente vulnerable a la exposiciôn prolongada de altos niveles de glucocorticoides 
y/o situaciôn estresantes, induciendo cambios morfolôgicos en el hipocampo y alteraciones 
cognitivas mâs évidentes que las encontradas en ratas jôvenes sometidas al mismo 
tratamiento (Levy y cols, 1994;Landfield y Eldridge, 1994;Bodnoff y cols, 1995). En cambio, 
la adrenalectomia combinada con un tratamiento con corticosterona para alcanzar niveles 
basales, atenûa la pérdida de neuronas asi como los déficits en aprendizaje y memoria 
durante el envejecimiento (Bodnoff y cols, 1995). La vulnerabilidad de las ratas adulta al 
estrés puede estar relacionada con el mal funcionamiento del proceso de retroaiimentaciôn 
negativa del eje HHA (Heine y cols, 2004), que induce una respuesta exagerada al estrés 
en los animales viejos (Kerr y cols, 1991;Landfield y Eldridge, 1994) que participa en el 
dano neural y la pérdida de funciones cognitivas (Issa y cols, 1990).
Quisimos estudiar si la administraciôn de FGL durante las 4 semanas que durô el 
ECI era capaz de prévenir el déficit en la memoria espacial encontrado en la senescencia. 
En comparaciôn con las ratas estresadas tratadas con vehiculo, las ratas estresadas que 
recibieron FGL mostraron mejor memoria espacial a los 18 meses de edad. De hecho, sus 
resultados en la prueba de memoria del LAM fueron de la misma magnitud que los 
obtenidos por las ratas control (Borcel y cols, 2008). Previamente, se habia comprobado 
que la administraciôn central de FGL mejoraba la realizaciôn de diversas pruebas 
espaciales en ratas adultas, incluyendo la realizada en el présente estudio, el LAM 
(Cambon y cols, 2004;Secher y cols, 2006) lo que apuntô al hipocampo como posible 
diana de este péptido.
El hecho de no haber encontrado ningün efecto del tratamiento en las ratas control 
podria ser debido a que a los 18 meses de edad sus capacidades cognitivas pueden haber 
permanecido relativamente bien conservadas (Markowska y cols, 1998;Wyss y cols, 
2000;Cambon y cols, 2004) o bien que el efecto beneficioso del FGL ùnicamente se 
manifesta cuando la funciôn cognitiva se encuentra realmente comprometida, como por
ejemplo, tras un protocolo de estrés crônico. Si bien es cierto que el FGL fue administrado 
6 meses antes de la prueba de memoria, podriamos hipotetizar que hubiera contrarrestado 
el dano inducido por el ECI durante esos 28 dias en los que fue administrado.
2.3.2. El estrés crônico en la edad adulta reduce la supervivencia de las nuevas 
células generadas en el hipocampo: efecto preventivo del FGL
Otro de los resultados encontrados en este estudio, ha sido que el ECI a los 12
meses indujo una reducciôn en el numéro de células nacidas en el giro dentado del 
hipocampo a los 20 meses de edad (Borcel y cols, 2008). Es mâs, encontramos una 
correlaciôn positiva entre en numéro de células BrdU positivas y la memoria espacial 
evaluada en el LAM, resultado que concuerda con estudios previos realizados en ratas 
viejas (Drapeau y cols, 2003). Es poco probable que el aprendizaje en espacial en el 
laberinto acuâtico haya podido influir en la supervivencia celular en el hipocampo, puesto 
que el BrdU fue administrado 3 semanas después del LAM. Ademâs, existen datos que 
demuestran que incluso 4 dias de entrenamiento espacial no afectan a la neurogénesis en 
el hipocampo (Mohapel y cols, 2006).
El proceso de neurogénesis es necesario para algunas pruebas dependientes de 
hipocampo, entre ellas el LAM (Snyder y cols, 2005), incluso se ha visto una correlaciôn 
entre la capacidad de aprendizaje y la neurogénesis en el hipocampo (Kempermann y cols, 
1998;Gould y Tanapat, 1999;Merrill y cols, 2003). El decremento en la tasa de 
neurogénesis parece ser uno de los factores que contribuyen a la pérdida en las 
capacidades cognitivas de los individuos viejos (Kuhn y cols, 1996;Drapeau y cols, 2003). 
A pesar de la extensa bibliografla acerca del efecto nocivo tanto del estrés (Seki y Aral, 
1995;Lee y cols, 2002;Malberg y Duman, 2003;Pham y cols, 2003;Baln y cols, 2004;Dong 
y cols, 2004) como de la edad (Seki y Arai, 1995;Kuhn y cols, 1996;Cameron y McKay, 
1999) sobre la neurogénesis, no hay muchos datos acerca de su interacciôn. Es mâs, el 
déficit en la memoria espacial encontrado en las ratas senescentes parece estar 
relacionado con la menor supervivencia de las nuevas neuronas generadas (Drapeau y 
cols, 2003;Merrill y cols, 2003;Bizon y Gallagher, 2003;Jin y cols, 2004;Montaron y cols, 
2006;Wati y cols, 2006).
PisGusion
En nuestro estudio hemos encontrado que las ratas estresadas exhibian un menor 
numéro de células nuevas en el hipocampo, lo que podria estar alterando su correcto 
funcionamiento (Borcel y cols, 2008). En la misma llnea, se ha comprobado que el estrés 
en las etapas mas tempranas de la vida puede disminuir la capacidad de ejecutar 
correctamente pruebas dependientes del hipocampo, asi como reducir la neurogénesis en 
el adulto, probablemente debido a cambios en el eje HHA perdu rabies en el tiempo 
(Mirescu y cols, 2004;Karten y cols, 2005).
Numerosos estudios han apuntado a los glucocorticoides como uno de los factores 
reguladores de la neurogénesis en el hipocampo, ya que la supresiôn en la secreciôn de 
los mismos la aumenta (Cameron y cols, 1998;Cameron y McKay, 1999) y la 
administraciôn de corticosterona tiene el efecto contrario (Gould y cols, 1991;Cameron y 
Gould, 1994). Interesantemente, se ha demostrado que la exposiciôn a los 
glucocorticoides durante la vida de los individuos puede determiner la bajada en la tasa de 
neurogénesis hipocampal y el deterioro cognitivo durante el envejecimiento (Montaron y 
cols, 2006). Por tanto, la disminuciôn en la supervivencia de las células formadas en el GD 
de las ratas viejas que fueron sometidas a estrés podria ser consecuencia di recta del 
efecto de los glucocorticoides sobre las células progenitoras, produciendo la pérdida de 
células y/o la interrupciôn de sus ciclos celulares. Se ha visto que la activaciôn de los 
receptores tipo GR no sôlo reduce el numéro de células en proliferaciôn en la zona 
subgranular del GD (Kim y cols, 2004;Wong y Herbert, 2005) sino que también incrementa 
los niveles de p27Kip1, un factor de inhibiciôn del ciclo celular (Heine y cols, 2004). Otro de 
los posibles mecanismos estaria mediado por la via del receptor NMDA, ya que tanto el 
estrés como los glucocorticoides incrementan la neurotransmisiôn excitatoria del 
hipocampo (Lowy y cols, 1993;Moghaddam y cols, 1994;Venero y Borrell, 1999), lo cual 
puede conducir a una reducciôn en la tasa de neurogénesis (Gould y cols, 1997;Cameron 
y cols, 1998;Nacher y McEwen, 2006).
2.3.3. Pérdida de neuronas granulares inducida por estrés en la vejez
Utilizando métodos estereolôgicos encontramos que el estrés crônico en la edad
adulta afectô al numéro de células granulares del GD durante el envejecimiento (Borcel y 
cols, 2008). Los datos al respecto no son homogéneos, puesto que si bien se ha 
encontrado que la continua exposiciôn al estrés o/y a elevados niveles de glucocorticoides 
pueden dar lugar a una neurodegeneraciôn irreversible en el hipocampo (Sapolsky, 
1985;Uno y cols, 1989;Uno y cols, 1990) probablemente mediante apoptosis (Reagan y 
McEwen, 1997;Raff, 1998;Sapolsky, 1999), otros autores no han visto efectos significativos 
sobre la muerte neuronal (Vollmann-Honsdorf y cols, 1997;Sousa N., 1998;Leverenz y cols, 
1999;Lucassen y cols, 2001). Segùn nuestros datos, el ECI a los 12 meses de edad redujo 
el numéro de células granulares en el hipocampo en los animales viejos, al mismo tiempo 
que redujo la supervivencia celular, lo que apunta a que tanto los procesos de generaciôn 
como de muerte celular se han visto afectados por el estrés. Estudios previos afirman que 
el proceso de cambio celular en el hipocampo es altamente sensible al estrés (Gould y cols, 
1997;Fuchs y Flugge, 1998;Gould y cols, 1998;Joels y cols, 2004) y a las variaciones en 
los niveles circulantes de glucocorticoides (Cameron y Gould, 1996;Montaron y cols, 
1999;Biebl y cols, 2000). Puesto que las ratas estresadas tienen menos células granulares 
que las contrôles, podriamos especular que dicha pérdida de neuronas fuera la 
responsable de las alteraciones cognitivas observadas en este estudio. Sin embargo, 
aunque la reducciôn en el numéro de células granulares deberia haber afectado al 
volumen del hipocampo, no se vieron variaciones en el mismo ni en volumen del GD entre 
grupos (Borcel y cols, 2008). Se ha comprobado que se requiere de una exposiciôn 
continuada a un estrés severe para inducir solo una minima reducciôn en el volumen del 
hipocampo, proceso que puede ser revertido tras un période de recuperaciôn (Heine y cols, 
2004;Lucassen y cols, 2006).
2.3.4. Posible mécanisme de acciôn del FGL
El potencial terapéutico del FGL previniendo los efectos del ECI sobre el 
aprendizaje y la memoria asi como sobre la supervivencia celular esta probablemente
P is c u s io n
relacionado con con la capacidad de este péptido de activer al receptor FGF-R1, lo cual se 
ha comprobado en experimentos tanto in vitro (Kiselyov y cols, 2003) como in vivo. Se 
sabe que el ligando endôgeno de este receptor, el FGF-2, participa tanto en la 
diferenciaciôn como en la supervivencia de las células progenitoras tanto in vitro como in 
vivo (Kuhn y cols, 1996;Kuhn y cols, 1997), y recientemente se ha descubierto que el FGF- 
R1 juega un papel importante en la neurogénesis (Zhao y cols, 2007). En funciôn de lo 
anteriormente expuesto, séria razonable pensar que la administraciôn crônica de FGL 
pudiera estar facilitando la supervivencia de las nuevas células formadas en el giro 
dentado. Es bien conocido que el estrés se asocia con cambios en el hipocampo que 
afectan a su fisiologla y plasticidad (Magarinos y McEwen, 1995;McEwen, 1999;Sousa y 
cols, 2000;McEwen, 2000;Sandi, 2004;Joels y cols, 2004;Cordero y cols, 2005), asi como 
a alteraciones en otras areas cerebrales que contribuyen también a los cambios deletéreos 
asociados con el envejecimiento (Rapp y Amaral, 1992;Barnes, 1993;Rapp y cols, 
1999;Smith y cols, 2000;D'Hooge y De Deyn, 2001).
Discusiôn general
En la primera parte del estudio hemos visto cômo la funciôn del eje H HA estaria 
subyaciendo al establecimiento de los rasgos de ansiedad de los animales. En contra de lo 
que esperâbamos, los animales menos ansiosos, los LA han mostrado tener mayores 
niveles de corticosterona basales que los HA. El hecho de extirper las glandules adrenales 
y mantener artificialmente unos niveles bajos y constantes de corticosterona favoreciô la 
desapariciôn de los grupos de ansiedad. Asi, todos los animales se comportaron como 
HAs al ser evaluada su ansiedad en la caja luz-oscuridad, siendo precisamente este grupo 
el que en condiciones basales mostrô bajos niveles de glucocorticoides. Podemos 
confirmer también que nos encontramos ante un rasgo de ansiedad puesto que los 
animales han mantenido su comportamiento mâs o menos ansioso incluso después de 
haber pasado por un estrés crônico.
También comprobamos cômo las diferencias interindividuales en el rasgo de
ansiedad de los animales pueden influir en sus capacidades cognitivas pero de forma 
especifica para algunos tipos de memoria. Asi, las ratas HA han demostrado desarrollar 
una peor estrategia de aprendizaje espacial en el laberinto acuatico asi como un peor 
establecimiento de la memoria emocional en el paradigme de condicionamiento de miedo 
al tono. A partir de diverses aproximaciones expérimentales hemos llegado a la conclusion 
de que la corticosterona no séria el principal factor que estaria influyendo en la fuerza de 
consolidaciôn de dicha memoria aversiva, sino que otros factores serian los responsables 
de la alteraciôn en los mecanismos atencionales que hemos encontrado en dichos 
animales. Uno de los candidatos parece ser el sistema noradrenérgico, puesto que un 
estrés agudo leves, como es una inyecciôn con suero salino, es capaz de favorecer la 
activaciôn de este sistema haciendo que los sujetos mas ansiosos sean capaces de 
condicionar con la misma intensidad que los menos ansiosos, aunque debemos plantear la 
participaciôn de otros sistemas de neurotransmisores como el CRF.
A pesar de que son los animales LA los que presentan los mâs altos niveles de 
glucocorticoides basales, han demostrado tener un sistema de retroalimentaciôn negative 
del eje es mâs eficaz que el de los HA. Es posible que la falta de efectividad a la hora de 
frenar la respuesta de estrés haga que estos ùltimos sean mâs sensibles al daho neuronal 
résultante de la exposiciôn prolongada a los glucocorticoides, dado que los animales mâs 
ansiosos han resultado ser mâs vulnérables al deterioro cognitive inducido por el estrés 
crônico y por el envejecimiento.
El estrés crônico variable ha resultado no tener los mismos efectos cognitivos y 
neuroqulmicos que el estrés crônico por inmovilizaciôn. De hecho, no hemos obtenido el 
mismo patrôn de alteraciones bioquimicas en el cerebro que las publicadas con respecto a 
dicho paradigma. Si bien el ECI ha mermado la capacidad de los animales a la hora de 
realizar con éxito pruebas cognitivas como la PRO, la PLO o la PAS incluso meses 
después de la finalizaciôn del protocole, no afectô a la memoria espacial de los animales 
en el laberinto acuâtico. Aûn asi, el ECI tendiô a separar los très grupos de ansiedad en 
funciôn de su ejecuciôn de forma especifica para algunas pruebas -  el LAM y la PRO - 
revelando la ya comentada diferente vulnerabilidad de los animales al estrés y al
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envejecimiento segùn su ansiedad interindividual.
El paso del tiempo ha modulado la expresion de diverses factores bioquimicos 
estudiados, tendiendo en la mayorla de los cases hacia un efecto compensatorio y 
encaminado a protéger el cerebro de dicho deterioro, como es el case de PSA-NCAM y el 
factor de crecimlento de fibroblastos y su receptor.
Habiendo comprobado el efecto neuroprotector del FGL frente al ECI se pueden 
plantear objetivos hacia el desarrollo de fârmacos que prevengan o atenùen los déficits 
cognitivos inducidos por el estrés y puedan ejercer ademâs, un efecto beneficioso frente al 
envejecimiento cerebral. Incluso si nos basamos en los datos obtenidos en la primera parte 
de esta tesis podemos establecer un nuevo punto de partida. La mayor expresiôn del 
receptor de FGF de tipo 1 hipocampal en las ratas HA y su mayor vulnerabilidad al estrés y 
al envejecimiento las hace candidatas a ser mâs sensibles también a los efectos 
beneficiosos del FGL.

VI. Conclusiones

Lo n c lu s io n e s
Los resultados de esta Tesis, obtenidos con ratas macho de la cepa Wistar, nos permiten 
proponer las siguientes conclusiones:
1. Las diferencias individuates en los niveles de ansiedad que se observan en 
estos animales estàn acompahadas por una diferente actividad basai del eje 
hipotâlamo - hipôfisis -  adrenal presentando, paradôjicamente, los animales 
menos ansiosos mayores niveles basales de corticosterona circulante.
2. Dichas diferencias individuates en los niveles de ansiedad han resultado ser 
estables y constantes en el tiempo incluso después de haber sometido a los 
animales a un estrés crônico e impredecible, lo que sugiere que los animales 
muestran un ‘rasgo’ de ansiedad. Esta caracterlstica interindividual esta 
relacionada con la diferente actividad el eje hipotâlamo -  hipôfisis -  adrenal 
encontrada en cada grupo.
3. Los animales con niveles elevados de ansiedad présentaron un déficit en el 
aprendizaje de distintas tareas como el laberinto acuâtico de Morris, asi como en 
la fuerza con la que establece una memoria emocional en el condicionamiento 
del miedo al tono, pero no al contexto. El anâlisis exhaustivo de las causas por 
las que los animales mâs ansiosos condicionaron menos al tono indica que la 
corticosterona no estâ implicada en dicho efecto.
4*. El paradigma de estrés crônico impredecible alterô la memoria de 
reconocimiento de objetos, la memoria de localizaciôn de objetos y la alternancia 
espontânea en los animales, incluso cuando fueron evaluados mucho tiempo 
después de haber concluido el estrés.
5. Los animales mâs ansiosos han resultado ser los mâs vulnérables al efecto 
nocivo tanto del estrés como del envejecimiento, mostrando tener sus 
capacidades cognitivas alteradas con respecto a los otros dos grupos de 
ansiedad en diverses pruebas de memoria.
6. Tanto el estrés crônico impredecible como el proceso de envejecimiento han 
modulado la expresiôn bioquimica de diverses factores en el cerebro de los 
animales. El protocole de estrés alterô la expresiôn de PSA-NCAM, del factor de 
crecimiento de fibroblastos (FGF) y del receptor de gluocorticoides; mientras que 
el envejecimiento modulô la expresiôn de FGF y su receptor, NOAM y su forma 
polisializada y de los receptores de glucocorticoides.
7. En comparaciôn con los animales mas ansiosos, los animales con rasgo de 
ansiedad bajo, los LA, mostraron una mayor expresiôn de receptores de 
glucocorticoides hipocampales y de NOAM en corteza frontal, y niveles mâs 
bajos del receptor de FGF de tipo 1 en el hipocampo.
8. El tratamiento con FGL favoreciô el aprendizaje espacial de los animales 
jôvenes evaluado en el laberinto acuâtico de Morris e indujo un incremento en la 
densidad de las espinas dendriticas basales del ârea CA1 del hipocampo.
9. El estrés crônico en la edad adulta, 12 meses de edad, produjo un déficit de 
aprendizaje y memoria espacial en el laberinto acuâtico de Morris durante el 
envejecimiento, a los 18 meses de edad. Este déficit ocurriô en paralelo a un 
descenso en la tasa de supervivencia de células BrdU positivas en el giro 
dentado del hipocampo, asi como del numéro de neuronas granulares. Ademâs, 
existe una correlaciôn positiva entre el numéro de células BrdU positivas en el 
giro del hipocampo y la memoria espacial, siendo las ratas que mejor ejecutan la 
prueba, las que presentan una mayor tasa de supervivencia neuronal
10. La administraciôn crônica de FGL durante un protocole de estrés crônico e 
impredecible, previno el déficit de memoria espacial observado durante el 
envejecimiento, asi como el descenso en la tasa de supervivencia de nuevas 
neuronas.
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